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AI  Prodigiozin je rdeči pigment, ki sodi v skupino prodigininov. Zanimiv je, ker deluje 
protimikrobno, protiglivno, algicidno in proti praživalim. Odkrili so tudi, da ima 
prodigiozin velik potencial kot protirakasta in imunosupresivna molekula. 
Protimikrobni mehanizem delovanja prodigiozina je slabo poznan, zato smo v 
magistrskem delu želeli določiti tarčne celične komponente bakterije B. subtilis, na 
katere deluje prodigiozin in pri tem povzroči celično smrt. Z dilucijsko metodo v 
mikrotitrskih ploščah smo različnim sevom Bacillus sp. določili MIK. MIK 
prodigiozina smo določili tudi bakterijam pri spremembi temperature inkubacije in 
slanosti v gojišču. Protibakterijsko aktivnost smo določali z merjenjem OD650 
bakterijskih kultur v tekočem gojišču LB, kjer smo ob različnih fazah rasti kulturam 
dodali ustrezno koncentracijo prodigiozina. Hkrati smo celice spremljali tudi z 
uporabo mikroskopije z diferencialnim interferenčnim kontrastom in merjenjem 
aktivnosti β – galaktozidaze. V kontrolnih poskusih smo B. subtilis PS-216 tretirali z 
različnimi bakterolitičnimi in bakteriostatskimi sredstvi. Ugotovili smo, da so bili 
vsi testirani sevi Bacillus občutljivi na dodatek prodigiozina. Vrednosti MIK so bile 
različne in so znašale od 2,82 ± 1,81 mg/L pri Bacillus sp. 5A do 7,83 ± 2,86 mg/L 
pri B. subtilis NCIB 3610. V stresnih pogojih se je občutljivost bakterij na 
prodigiozin še povečala. Z opazovanjem celic pod mikroskopom in spremljanjem 
OD650 smo ugotovili, da prodigiozin povzroči avtolizo celic. Največji vpliv ima na 
hitro deleče se celice v eksponentni fazi rasti. Pokazali smo, da delovanje 
prodigiozina povzroči večjo prepustnost celične membrane. Iz dobljenih rezultatov 
sklepamo, da prodigiozin najverjetneje inducira avtolizine, ki povzročijo hitro lizo 
bakterijske populacije. 
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AB Prodigiosin is a natural red pigment from a family of prodiginins. It is interesting 
because of its antibacterial, antifungal, algicidal and antiprotozoal activity. In 
addition, the anticancer and immunosuppressive properties of prodigiosin were 
described. The mechanism of prodigiosin's antibacterial action is still unknown. The 
aim of the study was to determine cellular target components which prodigiosin 
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Bacillus sp. was evaluated by using broth dilution method in microtiter plates. MIC 
was also evaluated at different incubation temperatures and different medium 
salinity. The antibacterial activity was evaluated with measuring optical density of 
bacterial strains in the LB medium at 650 nm, where prodigiosin was added at 
different cell growth phases. For cell viability evaluation differential interference 
contrast microscopy was used and cytoplasmic membrane leakage was determined 
by measuring β – galactosidase activity. As a control, B. subtilis PS-216 was treated 
with different bacteriolytic and bacteriostatic agents. We have demonstrated, that all 
tested Bacillus strains are susceptible to prodigiosin. MIC value was between 2,82 ± 
1,81 mg/L against Bacillus sp. 5A and 7,83 ± 2,86 mg/L against B. subtilis NCIB 
3610. Exposure of bacterial strains to stress caused by temperature fluctuation and 
NaCl concentraton increased susceptibility to prodigiosin. Microscopy and optical 
density data indicate that prodigiosin causes celly lysis. The highest impact of 
prodigiosin was observed on actively dividing cells in the exponental growth phase. 
We have observed that prodigiosin increases permeability of cytoplasmic 
membrane. Based on our results, we have proposed that prodigiosin induces 
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1 UVOD  
Mikroorganizmi proizvajajo različne pigmente, ki absorbirajo svetlobo različnih valovnih 
dolžin in imajo različne fiziološke vloge. Eden izmed teh pigmentov je tudi prodigiozin. 
Prodigiozin je rdeči pigment, ki sodi v skupino prodigininov. Producirajo jih tako po 
Gramu pozitivne kot po Gramu negativne bakterije (Moss, 2002; Williamson in sod., 
2006). Prodigiozin je značilen sekundarni metabolit, ki ga bakterije proizvajajo v poznih 
stopnjah rasti in njegova fiziološka vloga na produkcijski organizem še ni povsem 
pojasnjena. Prodigiozin je zanimiv, ker ima širok spekter biološke aktivnosti. Že pred dobo 
penicilina so bili opisani protimikrobni učinki prodigiozina. Deluje tudi protiglivno, 
algicidno in proti praživalim. Pozneje so odkrili, da ima prodigiozin velik potencial tudi 
kot protirakasta in imunosupresivna molekula. Znano je, da so na prodigiozin občutljive 
tako po Gramu negativne kot po Gramu pozitivne bakterije, med njimi tudi bakterije 
Bacillus sp. (Williamson in sod., 2006; Pérez-Tomás in sod., 2003; Stankovic in sod., 
2014; Zhang in sod., 2005). Poznavanje protimikrobnega delovanja prodigiozina na 
molekularnem nivoju je slabo poznano in med drugim ni raziskano tudi pri Bacillus sp., 
zato smo v magistrskem delu raziskovali možne tarče celičnih komponent, na katere 
prodigiozin deluje. 
1.1 NAMEN DELA IN OPREDELITEV PROBLEMA 
Protimikrobno delovanje prodigiozina še ni povsem pojasnjeno.  
 
Namen magistrskega dela je določiti protimikrobni učinek prodigiozina na bakterije rodu 
Bacillus. Preučevali smo: 
 minimalno inhibitorno koncentracijo prodigiozina na različne vrste iz rodu Bacillus, 
 protimikrobno učinkovitost prodigiozina v kombinaciji s stresnimi dejavniki okolja 
(temperatura, slanost), 
 mehanizem protimikrobnega delovanja prodigiozina z merjenjem optične gostote 
celične suspenzije po tretiranju s prodigiozinom, opazovanjem celic pod 
mikroskopom in testom merjenja aktivnosti izločene β - galaktozidaze. 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
V magistrskem delu smo postavili naslednje hipoteze: 
 občutljivost bakterij iz rodu Bacillus na prodigiozin je odvisna od vrste in seva, 
 okoljski stresni dejavniki povečajo občutljivost bakterij iz rodu Bacillus na 
prodigiozin, 
 prodigiozin deluje na celično steno bakterij iz rodu Bacillus. 
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2 PREGLED OBJAV 
Bakterije imajo velik potencial proizvodnje velikega števila bioloških učinkovin, med 
njimi so tudi pigmenti. Pigmenti so kemične spojine, ki absorbirajo in odbijajo le svetlobo 
določene valovne dolžine. V biologiji je pigment snov, ki daje barvo živalim in rastlinam. 
Prisotni so v granulatih znotraj celic, v tkivih ali raztopljeni v telesnih tekočinah. Takšen 
primer sta na primer klorofil in hemoglobin (Ahmad in sod., 2012; Delgado-Vargas in 
sod., 2000). Pigmente različnih barv sintetizirajo kot sekundarne metabolite tudi bakterije. 
Med njimi so zelo razširjeni karotenoidi. Bakterijam rodu Micrococcus dajejo različne 
odtenke barv: rumene, oranžne, rdeče in roza. Karotenoidi imajo pomembno vlogo pri 
zaščiti bakterij pred škodljivimi učinki svetlobe in jih tudi ščitijo pred oksidativnimi 
poškodbami. Fikobiliproteini, ki dajejo cianobakterijam rdečo in modro barvo, so 
pomembni pri fotosintezi. Eden izmed pigmentov, ki ga najdemo pri bakterijah, je tudi 
prodigiozin iz družine prodigininov. To je rdeč pigment, ki so ga prvič izolirali iz bakterije 
Serratia marcescens (Moss, 2000). 
 
Prodiginini predstavljajo skupino tripirolnih rdečih pigmentov, ki jih producirajo tako po 
Gramu pozitivne kot po Gramu negativne bakterije. Proizvajajo jih bakterije iz rodu 
Serratia, aktinomicete (Streptomyces coelicolor, Streptoverticillium rubrireticuli) in 
številne morske bakterije kot so Hahella chejuensis, Pseudoaltermonas denitrificans, 
Alteromonas rubra in Vibrio sp. (Moss, 2002; Williamson in sod., 2006).  
 
Zaradi svoje značilno rdeče barve, so bili opaženi že v preteklosti. Tako so rdeče kolonije 
Serratia marcescens spominjale na kaplje krvi. Prodiginini so zaslužni tudi za čudežno 
pojavljanje »krvi« na kruhu v cerkvenih obredih. Bakterije Serratia namreč pogosto rastejo 
na kruhu in ostalih živilih, ki so bogata s škrobom (Bennett in Bentley, 2000). Z razvojem 
kemije sintetičnih barv so za kratek čas začeli prodigiozin proizvajati tudi komercialno za 
barvanje svile in volne (Williamson in sod., 2006). Povpraševanje po naravnih barvilih je 
zaradi prepovedi določenih barvil čedalje večje. Prav tako je prodigiozin zanimiv zaradi 
svoje vsestranske uporabnosti, saj ima protimikrobno, protiglivno, protirakasto in 
imunosupresivno učinkovitost (Williamson in sod., 2006; Pérez-Tomás in sod., 2003; 
Stankovic in sod., 2014; Zhang in sod., 2005). 
2.1 STRUKTURA PRODIGIOZINA 
Prodigiozin je bil v čisti obliki prvič izoliran leta 1929 iz bakterije Serratia marcescens 
(Pérez-Tomás in sod., 2003), v šestdesetih letih so z delno in popolno sintezo razkrili 
njegovo linearno tripirolno strukturo. Je značilen sekundarni metabolit, ki ga bakterije 
proizvajajo v poznih stopnjah rasti (Williamson in sod., 2006). 
 
Prodigiozin sodi med prodiginine. Skupino prodigininov lahko razdelimo na štiri 
podskupine. Prodigiozin sodi v skupino, ki imajo na osnovno strukturo vezane ravne 
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alkilne verige. Ostale tri skupine imajo ciklično obliko. Njegova molekulska formula je 
C20H25N3O in je piril dipiril meten. V svoji strukturi ima tri pirolne obroče. Dva pirolna 
obroča sta med seboj povezana direktno, tretji obroč je z njima povezan z metenskim 
mostičkom. Prodigiozin ima na osnovno strukturo vezano metilno skupino in alkilno 
verigo s 5 C atomi. Po tem se razlikuje od ostalih prodigininov (Bennett in Bentley, 2000). 
 
                   
 
                          
Slika 1: Strukture različnih skupin prodigininov: prodigiozin (A),  butil-meta-ciklo-heptilprodiginin 
(B), cikloprodigiozin (C) in ciklononilprodigiozin (D) (Williamson in sod., 2006). 
2.2 FIZIOLOŠKA VLOGA PRODIGIOZINA 
Kot pri večini sekundarnih metabolitov, tudi pri prodigiozinu fiziološka vloga na 
produkcijski organizem še ni pojasnjena (Williamson in sod., 2006).  
 
Ena izmed predlaganih vlog prodigiozina je metabolni odtok. Undecilprodigiozinu 
pripisujejo vlogo pri odtekanju odvečnega prolina iz primarnega metabolizma (Hood in 
sod., 1992). Deluje tudi kot anionski antiporter Cl
-
/NO3
-
 (Seganish in Davis, 2005), H
+
/Cl
-
 
simporter (Ohkuma in sod., 1998) in OH
-
/Cl
-
 izmenjevalec (Sato in sod., 1998). 
 
Prodigiozin ima vlogo tudi pri skladiščenju svetlobne energije. Ryazantseva in sod. (1995) 
so ugotovili, da pigmentirane celice Serratia marcescens na svetlobi povečajo svojo 
energetsko raven. V primerjavi s pigmentiranimi celicami lahko nepigmentirane celice 
shranijo do štirikrat manj  svetlobne energije.  
A
1 
B 
C D 
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Razlike v rdeči barvi pri bakteriji Serratia sp. so v korelaciji s količino flagelarnih 
antigenov, kjer sta sinteza pigmenta in flagelina v koregulaciji. Variacije površinskih 
antigenov omogočajo patogenim organizmom, da se izognejo gostiteljevemu imunskemu 
sistemu (Paruchuri in Harshey, 1987).  
 
Predpostavljali so, da ima prodigiozin vlogo tudi pri pritrjanju bakterij na površino. Syzdek 
(1985) je ugotovil, da so pigmentirane celice Serratia marcescens zaradi prodigiozina bolj 
hidrofobne. Kasneje so dokazali, da imajo hidrofobne lastnosti tudi klinični izolati S. 
marcescens v odsotnosti prodigiozina. Zdi se, da hidrofobnost celic ni odvisna le od 
prisotnosti prodigiozina (Rosenberg in sod., 1986). 
 
Prodigiozin deluje tudi kot zaščita pred poškodbami celic. UV svetloba lahko povzroči 
nastanek prostih radikalov. Bakterijski pigmenti, kot so karotenoidi, melanini in 
scitonemini lahko celico zaščitijo pred vplivi UV svetlobe. To velja tudi za prodigiozin. 
Vibrio sp. DSM 14379, ki sintetizira prodigiozin, je pri izpostavitvi UV stresu imel večjo 
stopnjo preživetja kot celice, ki prodigiozina niso proizvajale. Če mutantam, ki ne 
proizvajajo pigmenta, v gojišče dodamo eksogeni prodigiozin, se odpornost na UV sevanje 
povrne (Borić in sod., 2011). Undecilprodigiozin iz Streptomyces sp. JS520 ščiti celice 
pred učinki H2O2. Undecilprodigiozin lahko z omejevanjem oksidativnega stresa zaščiti 
celice proti različnim antibiotikom, ki v celicah povzročajo oksidativni stres, kot so 
kloramfenikol, tetraciklin in kanamicin (Stankovic in sod., 2012). Vijolični in rdeče 
obarvani izolati iz mrzlih aljaških tal, ki tvorijo prodigiozin, so odporni proti beta-
laktamskim antibiotikom (Schloss in sod., 2010).  
 
Prodigiozin ima tudi protimikrobno učinkovitost, kar predstavlja prednost v tekmovanju za 
ekološko nišo.  
2.3 PROTIMIKROBNE MOLEKULE 
2.3.1 Antibiotiki 
Antibiotiki so snovi, ki zavirajo razmnoževanje in rast mikroorganizmov. So proizvod 
živih celic, najpogostejši proizvajalci so glive in bakterije. V novejšem času jih proizvajajo 
tudi s sintezo ali kemijsko modifikacijo naravnega antibiotika. Z omenjenima tehnikama se 
izboljšajo njihove protimikrobne in farmakološke lastnosti. Tako pridobljena 
protimikrobna zdravila imenujemo kemoterapevtiki in večina sodobnih antibiotikov je 
kemoterapevtikov (Kotnik, 2002).  
 
Po učinku na bakterije so antibiotiki lahko baktericidni ali bakteriostatični. Bakteriostatični 
antibiotiki zavirajo razmnoževanje in rast občutljivih bakterij. Baktericidni antibiotiki pa 
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tako poškodujejo bakterije, da se te niso več zmožne razmnoževati in jih ubijejo z več kot 
99,9 % učinkovitostjo (Kotnik, 2002; Kohanski in sod., 2010). 
Odkritje antibiotikov je eden najpomembnejših mejnikov v razvoju in napredku medicine. 
Toda danes se pojavlja vse več bakterijski sevov, ki so odporni na posamezne antibiotike, 
lahko tudi na več različnih antibiotikov (Kotnik, 2002).  
2.3.1.1 Delitev antibiotikov 
Mehanizmi delovanja antibiotikov na tarčna mesta v celici so dobro preučevani. Glede na 
mezanizem delovanja lahko antibiotike razdelimo v 4 večje skupine (Kotnik, 2002): 
- antibiotiki, ki delujejo na sintezo znotrajceličnih proteinov; 
- antibiotiki, ki vplivajo na sintezo nukleinskih kislin; 
- antibiotiki, ki preprečujejo sintezo celične stene; 
- antibiotiki, ki ovirajo dejavnosti, ki so povezane s citoplazemsko membrano.  
2.3.1.2 Zaviralci proteinske sinteze 
Antibiotike, ki zavirajo sintezo proteinov, lahko razdelimo v dve skupini: inhibitorje 30S 
ribosomske podenote in inhibitorje 50S ribosomske podenote. Večina antibiotikov se veže 
na tri ključna mesta ribosomskega kompleksa: na kodirajoče A- mesto na 30S, na mesto 
peptidil transferaze na 50S in na izhodno mesto peptida na 50S ribosomski podenoti 
(McCoy in sod., 2001). 
 
Inhibitorji 50S ribosomske podenote lahko delujejo tako, da fizično ovirajo začetek 
translokacije peptidne verige skozi ribosom ali translokacijo peptidil-tRNAze, tako da 
inhibirajo reakcijo peptidiltransferaze, ki podaljšuje peptidno verigo (Kohanski in sod., 
2010). Primer takšnega antibiotika je kloramfenikol, ki se reverzibilno veže na L16 protein 
na 50S podenoti ribosoma. Zavre delovanje peptidiltransferaze in s tem sintezo peptidnih 
vezi, kar prepreči vezavo aminokislin na rastočo peptidno verigo (Kotnik, 2002; Drugbank, 
2005). Antibiotiki, kakršni so aminoglikozidi, se vežejo na A- mesto in preprečujejo 
translacijo. Kanamicin sodi med aminoglikozide, veže se na 16S rRNA na 30S podenoti 
ribosoma. Veže se na 3' konec rRNA, kar preprečuje vezavo tRNA na ribosomsko enoto. 
Rezultat je inhibicija translacije (Faraji in sod., 2006). 
2.3.1.3 Zaviralci sinteze nukleinskih kislin 
Kinoloni tvorijo komplekse z DNK topoizomerazo II in topoizomerazo IV, kar povzroči 
dvojne zlome DNK verige (Kohanski in sod., 2010). 
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Rifampicin inhibira od DNK odvisno RNK polimerazo, kar vodi do smrti celice. Veže se 
tik ob aktivno mesto na RNK polimerazi. Fizično ovira nastanek fosfodiesterskih vezi v 
RNA molekuli in njeno podaljševanje. Inhibira delovanje bakterijske RNK polimeraze, 
medtem ko ne inhibira sesalske RNK polimeraze (Campbell in sod., 2001; Drugbank, 
2005). 
 
Mitomicin C ima tudi antitumorske lastnosti in je eno najstarejših kemoterapevtskih 
zdravil, saj se uporablja že desetletja. Mitomicin C se veže na DNK, povzroči povezovanje 
in tako inhibira sintezo DNK (Drugbank, 2005). 
2.3.1.4 Zaviralci sinteze celične stene 
Antibiotiki, ki zavirajo sintezo celične stene, so skupaj z antibiotiki, ki zavirajo delovanje 
celične membrane, najpogosteje uporabljena protimikrobna sredstva v humani medicini in 
veterini. Ker imajo na bakterije baktericiden učinek, so zanimiva za terapevtsko uporabo. 
Med antibiotike, ki zavirajo sintezo celične stene, sodijo betalaktami (penicilini, 
cefalosporini, karbapenemi, monobaktami), glikopeptidi, lipopeptidi in fosfonična kislina 
(Bush, 2012). 
 
Sinteza celične stene je kompleksen metabolni proces. Začne se s prekurzorji v citoplazmi, 
ki se med seboj povezujejo z verigo encimskih reakcij, še preden se transportirajo na 
zunanjo stran celične membrane. N-acetilmuramil-pentapeptid s terminalnim D-alanin-
alaninskim terminalnim dipeptidom se nato z reakcijami specifičnih transglikozilaz in 
transpeptidaz vgradi v že obstoječi peptidoglikanski matriks (Bush, 2012).  
 
Inhibitorji sinteze celične stene lahko povzročijo spremembe v obliki in velikosti 
bakterijske celice, inducirajo stresni odziv, lahko vodijo do celične lize. Betalaktami 
blokirajo povezovanje peptidoglikanskih podenot, tako da inhibirajo delovanje 
transpeptidaz, ki katalizirajo nastanek peptidne vezi. To privede do celične lize (Kohanski 
in sod., 2010). Glikopeptidi, kakršen je vankomicin, inhibirajo rast bakterij z vezavo na D-
alanil-D-alaninski konec peptidov in tako preprečujejo vgradnjo N-acetilglukozamina in 
N-acetilmuraminske kisline v peptidoglikansko verigo. Nastanek takšnega kompleksa 
preprečuje transglikozilacijo in transpeptidacijo, popolna sinteza peptidoglikana je 
onemogočena in to povzroči smrt bakterij (Bush, 2012). Fosfomicin inhibira encim MurA, 
enolpiruvil transferazo, ki katalizira prve korake sinteze peptidoglikana in tako prepreči 
rast bakterij (Bush, 2012).  
2.3.1.5 Zaviralci delovanja celične membrane 
Ti antibiotiki selektivno zavirajo procese v plazemski membrani in s tem ovirajo 
razmnoževanje prokariontskih celic (Kotnik, 2002). Daptomicinu so najprej pripisali vlogo 
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inhibitorja sinteze peptidoglikana, kasneje so dokazali, da povzroči od kalcija odvisno 
depolarizacijo membrane. To povzroči prekinitev sinteze makromolekul, motnje v celični 
membrani in posledično smrt bakterij (Alborn in sod., 1991). Polimiksini se vežejo na lipid 
A lipopolisaharidov v celični membrani, kar povzroči razgradnjo fosfolipidnega dvojsloja 
(Falagas in sod., 2010). Monenzin in salinomicin sta monovalentna ionoforna antibiotika, 
ki transportirata Na
+
 in K
+
 ione čez celično membrano. Zmotita normalen transport ionov 
čez membrano in povzročita smrt (Bush, 2012).  
2.3.2 Protimikrobno delovanje prodigiozina 
Protimikrobni učinki prodigiozina so bili opisani že pred dobo penicilina. Širok spekter 
protimikrobnega, protiglivnega, algicidnega in delovanja proti praživalim je bil potrjen v 
šestdesetih in sedemdesetih letih prejšnjega stoletja. V sredini sedemdesetih let so 
pokazali, da ima prodigiozin velik potencial kot protirakasta in imunosupresivna molekula 
(Stankovic in sod., 2014). Ciklične oblike prodigiozina imajo večjo protibakterijsko 
učinkovitost kot linearne (Lee in sod., 2011). Prodigiozin ne deluje samo protimikrobno, 
ampak preprečuje tudi nastanek biofilmov pri morskih bakterijah kot so Alteromonas sp., 
Gallionella sp. in cianobakterijah. Prodigiozin iz bakterije S. marcescens CMST 07 je 
inhibiral nastanek biofilma pri Alteromonas sp. pri koncentraciji 10 mg/L. Prav tako je 
preprečeval adhezijo cianobakterij na stekleno površino. Predlagano je bilo, da bi lahko 
morske mikroorganizme, ki proizvajajo prodigiozin uporabili pri preprečevanju 
akumulacije ostalih mikroorganizmov, alg in cianobakterij na površini delovnih strojev v 
morju (Priya in sod., 2013). 
 
Znano je, da so na prodigiozin občutljive tako po Gramu negativne (Salmonella 
typhmuriumi, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris, Klebsiella pneumoniae, 
Escherichia coli, Alteromonas sp., Gallionella sp.) kot po Gramu pozitivne bakterije 
(Staphylococcus aureus, Micrococcuc luteus) (Lee in sod., 2011; Stankovic in sod., 2012; 
Priya in sod., 2013; Sumathi in sod., 2014). Minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) se 
gibajo med 10 mg/L in 100 mg/L (Stankovic in sod., 2014). MIK prodigiozina proti 
Alteromonas sp. znaša 12,5 mg/L, proti Gallionella sp. 25 mg/L, proti Pseudomonas sp. 
100 mg/L (Priya in sod., 2013), proti Micrococcuc luteus ATCC 379 50 mg/L (Stankovic 
in sod., 2012). Protimikrobno delovanje prodigiozina je že bilo dokazano tudi proti 
Bacillus sp. (Stankovic in sod., 2012; Priya in sod., 2013; Sumathi in sod., 2014). MIK 
prodigiozina proti Bacillus subtilis ATCC 441 je znašala 90 mg/L (Sumathi in sod., 2014), 
proti Bacillus sp. 100 mg/L (Priya in sod., 2013) in proti Bacillus subtilis ATCC 6633 50 
mg/L (Stankovic in sod., 2012).  
 
Prodigiozin deluje v različnem koncentracijskem območju tudi proti glivam kot so 
Trichophyton spp. (MIK med 5,8 in 13,5 mg/L), Microsporum spp. (MIK med 2,0 in 5,6 
mg/L), Epidermophyton floccosum (MIK 41,5 mg/L), Candida albicans (MIK50 22 mg/L), 
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Blastomyces dermatidis (MIK50 2,2 mg/L), Cryptococcus neoformans (MIK50 3,2 mg/L), 
Histoplasma capsulatum (MIK50 3,2 mg/L), Sporotrichum schenkii (MIK50 1 mg/L), 
Botrytis cinerea (MIK 100 mg/L) (Castro in sod., 1967; Someya in sod, 2001; El-Bondkly 
in sod., 2012). 
Tudi morski organizmi lahko proizvajajo prodigiozin. Eden takšnih je Hahella chejuensis, 
kar podpira teorijo, da imajo proteobakterije vlogo pri biokontroli morskega okolja. 
Prodigiozin, ki ga proizvaja, deluje proti dinoflagelatom kot je Cochlodinium polykrikoides 
že v zelo majhni koncentraciji 1,3∙10-3 mg/L (Joeng in sod., 2005). Prodigiozin deluje tudi 
proti ostalim algam kot so Synechococcus sp., Heterosigma akashiwo, Heterocapsa 
circularisquama, Cochlodinium polykrikoides in Gymnodinium impudicum (Nakashima in 
sod., 2006; Priya in sod., 2013).  
 
Deluje tudi proti praživalim kot so Plasmodium berghei, Plasmodium falciparum, 
Entamoeba histolytica (Balamuth in Brent, 1950; Castro in sod., 1967). 
2.4 ROD Bacillus 
Prodigiozin protimikrobno deluje na bakterije rodu Bacillus, ki so zelo razširjene v naravi, 
največkrat so saprofiti v zemlji, vodi in rastlinah. Izolirali so jih tudi že iz ekstremnih 
življenjskih okolij, kot so morski mulj in gejzirji. Rod Bacillus predstavljajo po Gramu 
pozitivne bakterije, ki imajo paličasto obliko. Lahko so striktni ali fakultativni aerobi in so 
pozitivni na katalazni test. Bakterije iz tega rodu so znane po tvorbi spor v stresnih 
pogojih. Te endospore so zelo odporne na visoke temperature in lahko ostanejo viabilne 
zelo dolgo časa (Gubina, 2002).  
 
Razen nekaj vrst, bakterije iz rodu Bacillus pri ljudeh in živalih večinoma ne povzročajo 
bolezni. Medicinsko pomembni so B. cereus, B. subtilis, B. mycoides, B. stearotermophilus 
in najvažnejši B. antrachis (Gubina, 2002).  
 
Številni sevi rodu Bacillus so pomembni proizvajalci encimov, antibiotikov in drugih 
organskih metabolitov, ki imajo uporabo v medicini, farmaciji in kmetijstvu. B. 
licheniformis proizvaja bacitracin, B. polymyxa polimiksin, B. brevis gramicidin, B. subtilis 
subtilin, bacitracin in bacilizin (Gubina, 2002).  
2.4.1 Avtolizini B. subtilis 
Mnogi protimikrobni agensi delujejo na nivoju celične stene in celične membrane. Pri 
bakteriji B. subtilis je indukcija avtolizinov in posledično razgradnja celične stene glavni 
mehanizem protimikrobnega delovanja različnih molekul (Falk in sod., 2010; Lacriola in 
sod., 2013). Vegetativne celice B. subtilis obdaja 30-40 nm debela plast peptidoglikana. 
Integriteta celične stene je skoraj v celoti odvisna od peptidoglikana, vsebuje pa tudi 
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anionske in kovaletno povezane sekundarne polimere (tehojska kislina, teihuronska 
kislina). Peptidokligan je kopolimer N-acetilglukozamina in N-acetilmuraminske kisline. 
Na N-acetilmuraminsko kislino so pripete še pentapeptidne stranske verige (Smith in sod., 
2000). Polisaharidne verige so s kratkimi peptidi povezane v trden matriks. Za sintezo 
peptidoglikana je potreben prenos prekurzorjev skozi membrano, kjer se nato vključijo v 
nastajajočo celično steno s pomočjo penicilin vezavnih proteinov (angl. Penicillin-binding 
proteins (PBPs)) (Scheffers in Pinho, 2005). Da se novonastali material lahko vključi v 
celično steno, je potrebno razcepiti že obstoječi peptidoglikan. To opravijo encimi 
peptidoglikan hidrolaze, znani tudi kot avtolizini. Avtolizini so bakteriolitični encimi, ki 
hidrolizirajo peptidoglikan v celični steni bakterij, ki jih proizvajajo (Shockman in Höltje, 
1994). Čeprav so avtolizini potencalno letalni, so univerzalno razširjeni med bakterijami, 
ki imajo peptidoglikan. Peptidoglikan v celični steni je zelo trden, a hkrati tudi zelo 
dinamičen: lahko se razširja, ko celice rastejo in spremeni obliko, ko se celice delijo in 
diferencirajo. Verjetnost, da so avtolizini vključeni v selektivno razgradnjo peptidoglikana, 
je pripeljala do zaključka, da so vpleteni v številne procese. Da B. subtilis proizvaja 
avtolizine, je znano že dolgo časa. Analize mutant z inaktiviranimi avtolizinskimi geni, 
bolje določena struktura peptidoglikana in sekvenciranje celotnega genoma B. subtilis so 
omogočile, da lahko avtolizinom bolje določimo funkcijo pri pomembnih procesih v celici 
(Smith in sod., 2000).  
 
Avtolizini lahko hidrolizirajo 4 različne vezi v peptidoglikanski strukturi in jih lahko 
klasificiramo kot muramidaze, glukozaminidaze, amidaze in endopeptidaze. Ostale 
peptidoglikan hidrolaze ne sodijo med avtolizine, saj ne povzročijo lice celic (Foster 1994; 
Smith in sod., 2000). V genomu B. subtilis je prisotnih 36 genov za peptidoglikan 
hidrolaze, ki jih lahko združimo v 11 družin. Ti so vpleteni v mnogo procesov v celici kot 
so: celična rast in celična delitev, diferenciacija, zorenje peptidoglikana, gibljivost, 
kemotaksa, avtoliza celic, izločanje proteinov in sporulacija. LytC in LytD sta 
najpomembnejša avtolizina vegetativne rasti in prispevata 95 % avtolitične aktivnosti celic 
(Smith in sod., 2000).  
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Kemikalije 
 aceton C3H6O Mw= 58,08 g/mol (Sigma Aldrich, Francija) 
 agar- agar (Sigma Aldrich, Španija) 
 ampicilin natrijeva sol C16H18N3NaO4S Mw= 371,39 g/mol (Carl Roth, Nemčija) 
 amonijev sulfat (NH4)2SO4 Mw= 132,14 g/mol (Merck, Nemčija)  
 Bradfordov reagent (Sigma Aldrich, Nemčija) 
 cetiltrimetil amonijev bromid (CTAB) C19H42BrN Mw= 364,46 g/mol (Merck, 
Nemčija) 
 destilirana voda 
 D-(+)-glukoza C6H12O6 Mw= 180,16 g/mol (Sigma Aldrich, Francija) 
 dikalijev hidrogen fosfat K2HPO4 Mw= 174,18 g/mol (Carl Roth, Nemčija) 
 dimetil sulfoksid (CH3)2SO Mw= 78,13 g/mol (Sigma Aldrich, Francija) 
 dinatrijev hidrogen fosfat dihidrat Na2HPO4·2H2O Mw= 177,99 g/mol (Sigma 
Aldrich, Nemčija)  
 eritromicin C37H67NO13 Mw= 733,95 g/mol (Carl Roth, Nemčija) 
 etanol 99,8 % C2H6O Mw= 46,07 g/mol (Sigma Aldrich, Nemčija) 
 fleomicin C55H85O21N20S2Cu·HCl Mw= 1526,5 g/mol (Cayla, Francija) 
 goveji serumski albumin (BSA) (Sigma Aldrich, Nemčija) 
 kalijev dihidrogen fosfat KH2PO4 Mw= 136,09 g/mol (Sigma Aldrich, Nemčija) 
 kalijev klorid KCl Mw= 74,54 g/mol (Acros Organics, Belgija)  
 kanamicin sulfat C18H36N4O11·H2O4S Mw= 582,58 g/mol (Sigma Aldrich, Kitajska) 
 kazeinski hidrolizat (BD, Francija) 
 kloramfenikol C11H12Cl2N2O5 Mw= 323,13 g/mol (Sigma Aldrich, Kitajska) 
 kvasni ekstrakt (Biolife, Italija) 
 magnezijev klorid heksahidrat MgCl2 6H2O Mw= 203,3 g/mol (Sigma Aldrich, 
Japonska) 
 magnezijev sulfat heptahidrat MgSO4·7H2O Mw= 246,47 g/mol (Sigma Aldrich, 
Japonska) 
 2- merkaptoetanol 98 % C2H6SO Mw= 78,13 g/mol (Sigma Aldrich, Japonska)  
 mitomicin C C15H18N4O5 Mw= 334,33 g/mol (Sigma Aldrich, Kitajska) 
 natrijev citrat dihidrat C6H5Na3O7·2H2O Mw= 294,10 g/mol (Merck, Nemčija)  
 natrijev dihidrogen fosfat NaH2PO4 Mw= 119,98 g/mol (Sigma Aldrich, Nemčija) 
 natrijev dodecil sulfat (SDS) C12H25NaO4S Mw= 288,38 g/mol (Fluka, Japonska) 
 natrijev klorid NaCl Mw= 58,44 g/mol (Merck, Nemčija) 
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 orto-nitrofenil-β- galaktozid (ONPG) C12H15NO8 Mw= 301,25 g/mol (Sigma 
Aldrich, Švica) 
 rifampicin C43H58N4O12 Mw= 822,96 g/mol (Fluka, Italija) 
 tripton (Biolife, Italija) 
 Triton X- 100 Mw= 625 g/mol (Sigma, Združene države Amerike) 
 vankomicin hidroklorid C66H75Cl2N9O24·HCl Mw= 1485,7 g/mol  (GmbH, 
Nemčija) 
3.1.2 Bakterijski sevi 
 Bacillus amyloliquefaciens FZB42– plant-associated 10A6  
 Bacillus licheniformis ATCC9945A  
 Bacillus megaterium MS941  
 Bacillus sp. 5A (Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 
Katedra za mikrobiologijo) 
 Bacillus subtilis subsp. subtilis NCIB 3610  
 Bacillus subtilis subsp. subtilis DSM10 (ATCC6051)  
 Bacillus subtilis izolat RO-FF-1 (BD2922)  
 Bacillus subtilis izolat PS-216 (Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 
Oddelek za živilstvo, Katedra za mikrobiologijo) 
 Bacillus subtilis izolat PS-216 srfA- lacZ (neo) (Univerza v Ljubljani, Biotehniška 
fakulteta, Oddelek za živilstvo, Katedra za mikrobiologijo) 
3.1.3 Gojišča 
3.1.3.1 Kompetenčno gojišče (CM) 
 1000 mL 1x SS soli (6 g KH2PO4, 14 g K2HPO4, 2 g (NH4)2SO4, 0,2 g 
MgSO4·7H2O, 1 g Na- citrat·2H2O, 1000 mL dH2O) 
 10 mL 50 % (w/V) glukoza 
 10 mL 2 % (w/V) kazeinski hidrolizat 
 10 mL 10 % (w/V) kvasni ekstrakt 
 2,5 mL 1 M MgCl2 
3.1.3.2 Gojišče Luria-Bertani (LB) 
 10 g tripton 
 5 g kvasni ekstrakt 
 10 g NaCl (za 1 % (w/V) NaCl v gojišču) 
 1000 mL dH2O 
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Za trdno gojišče smo dodali 15 g agar- agar na 1000 mL gojišča. Za 3 % (w/V) NaCl v 
gojišču smo dodali 30 g NaCl in za 10 % (w/V) NaCl v gojišču 100 g NaCl.  
3.1.4 Pufri 
3.1.4.1 Pufer Z 
 60 mM Na2HPO4·2H2O 
 40 mM NaH2PO4 
 10 mM KCl 
 10 mM MgSO4 
 
Pripravili smo 200 mL 60 mM Na2HPO4 in 40 mM NaH2PO4. Zatehtali smo 2,136 g 
Na2HPO4 in 0,960 g NaH2PO4 ter dolili destilirano vodo do 200 mL. S pH metrom smo 
umerili pH na vrednost 7. Raztopino smo avtoklavirali 20 minut pri temperaturi 121 °C in 
tlaku 1.3 bar. Po avtoklaviranju smo dodali 2 mL 1 M KCl in 2 mL 1 M MgSO4·7H2O.  
 
Glede na potrebe dela smo iz založne raztopine vzeli potrebno količino pufra Z in mu tik 
pred uporabo dodali orto-nitrofenil-β-galaktozid (ONPG) v končni koncentraciji 4 mg/mL 
in merkaptoetanol v končni koncentraciji 40 µM. 
3.1.5 Aparature  
 avtoklav (Avtoklav A- 21, Kambič, Slovenija) 
 analitska precizna tehtnica (Dual Range XA105DU, Mettler Toledo, Švica) 
 stresalnik (Vibromix 40, Tehtnica, Slovenija) 
 vibracijsko mešalo (Vibromix 114, Tehtnica, Slovenija) 
 fotometer (Photometer MA9510, Iskra, Slovenija) 
 čitalec mikrotitrskih ploščic (Multiscan Spectrum, Thermo, Finska) 
 namizna centrifuga (Centrifuge 5424, Eppendorf, Nemčija) 
 centrifuga (Laboratory Centrifuge 3K30, Sigma, Nemčija) 
 tehtnica (Vibra, Tehtnica, Slovenija)  
 mikroskop Axio Observer.Z1 (Carl Zeiss, Göttingen, Nemčija)  
 pH meter (InoLab pH/Cond 720, WTW GmbH, Nemčija)  
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3.2 METODE 
3.2.1 Gojenje bakterijskih kultur 
3.2.1.1 Priprava vcepka za določanje MIK 
Kulture Bacillus sp. smo iz trdnega gojišča LB precepili v 20 mL tekočega gojišča LB za 
prekonočno kulturo. Kulturo smo inkubirali na stresalniku 16 ur pri 200 obratih na minuto 
(rpm; angl. rotation per minute) pri temperaturi 37 °C. Po 16 urah smo prekonočnim 
kulturam izmerili optično gostoto pri valovni dolžini 650 nm (OD650). Nato smo 
prekonočno kulturo ustrezno redčili v svežem gojišču LB do OD650 med 0,08 in 0,13, kar 
ustreza vrednosti 0,5 McFarland.  
3.2.1.2 Priprava vcepka za določanje vpliva različnih protibakterijskih sredstev na rast B. 
subtilis PS-216 
Kulturo Bacillus subtilis PS-216 smo iz trdnega gojišča LB precepili v 20 mL tekočega 
gojišča LB za prekonočno kulturo. Kulturo smo inkubirali na stresalniku 16 ur pri 200 rpm 
in temperaturi 37 °C. Nato smo 1 % (V/V) prekonočne kulture nacepili v 20 mL svežega, 
tekočega gojišča LB, jo inkubirali pri istih pogojih in v 30 minutnih intervalih spremljali 
OD650.  
3.2.1.3 Priprava vcepka za določanje aktivnosti β- galaktozidaze 
Kulturo Bacillus subtilis PS-216 srfA-lacZ (neo) smo iz trdnega gojišča LB precepili v 20 
mL tekočega gojišča LB s 5 µg/mL neomicina za prekonočno kulturo. Kulturo smo 
inkubirali na stresalniku 16 ur pri 200 rpm in temperaturi 37 °C. Nato smo 1 % (V/V) 
prekonočne kulture nacepili v 20 mL svežega, tekočega gojišča CM, jo inkubirali pri istih 
pogojih in v 30 minutnih intervalih spremljali OD650. 
3.2.2 Določanje MIK prodigiozina pri seveih Bacillus sp. z dilucijsko metodo v 
mikrotitrskih ploščah 
3.2.2.1 Določanje MIK prodigiozina za seve Bacillus sp. v optimalnih pogojih za rast 
Vcepek smo pripravili tako kot je opisano v poglavju 3.2.1.2; vcepek za B. subtilis PS-216 
srfA-lacZ (neo) smo pripravili kot je opisano v poglavju 3.2.1.3. Za določanje MIK smo 
naredili redčitve prodigiozina, etanola in gojišča LB. Prodigiozin in etanol smo redčili s 
sterilnim gojiščem LB, na enak način smo pripravili tudi redčitve sterilnega gojišča LB s 
sterilno destilirano vodo. Prodigiozin smo pripravili v koncentracijskem območju med 0,65 
in 403,8 mg/L s faktorjem redčenja 2, medtem ko smo etanol pripravili v koncentracijskem 
območju med 0,02 in 12,03 % (V/V) s faktorjem redčenja 2. Mikrotitrske plošče smo 
pripravili tako, da smo na ploščo nanesli 100 µL ustrezne redčitve prodigiozina, etanola in 
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gojišča LB in temu dodali 10 µL ustrezno razredčenega vcepka (poglavje 3.2.1.1). Na ta 
način je vsaka luknjica vsebovala 1x 106 število kolonijskih enot na mL (CFU/m)L. Tako 
pripravljenim mikrotitrskim ploščam smo takoj na začetku izmerili OD650 in nato 
mikrotitrske plošče inkubirali 20 ur pri temperaturi 37 °C v temi. Po 20 urah smo ponovno 
izmerili OD650 in na podlagi teh rezultatov določili MIK. MIK je predstavljala najmanjša 
koncentracija prodigiozina, kjer je bila rast bakterij še inhibirana in po 20 urah nismo 
izmerili povišane vrednosti OD650 glede na začetno stanje.  
3.2.2.2 Določanje vpliva temperature na MIK prodigiozina pri sevu B. subtilis PS-216 
Vcepek smo pripravili tako kot je opisano v poglavju 3.2.1.2. Pri določanju vpliva 
temperature na MIK prodigiozina smo mikrotitrske plošče pripravili na enak način kot pri 
optimalnih pogojih, opisano v poglavju 3.2.2.1, le da smo plošče inkubirali 20 ur pri 
temperaturah 23, 37 ali 43 °C v temi. OD650 smo izmerili na začetku in po 20 urah 
inkubacije ter na podlagi teh rezultatov določili MIK. 
3.2.2.3 Določanje vpliva slanosti na MIK prodigiozina pri sevu B. subtilis PS-216 
Vcepek smo pripravili tako kot je opisano v poglavju 3.2.1.2. Pri določanju vpliva slanosti 
na MIK prodigiozina smo mikrotitrske plošče pripravili na enak način kot pri optimalnih 
pogojih opisano v poglavju 3.2.2.1, le da smo prodigiozin in etanol redčili s sterilnim 
gojiščem LB, ki je vsebovalo 1 % (w/V) NaCl, 3 % (w/V) NaCl ali 10 % (w/V) NaCl. 
OD650 smo izmerili na začetku in po 20 urah inkubacije pri temperaturi 37 °C ter na 
podlagi teh rezultatov določili MIK. 
3.2.3 Določanje protimikrobne učinkovitosti prodigiozina na B.subtilis PS-216 v 
različnih fazah rasti 
Vcepek smo pripravili tako kot je opisano v poglavju 3.2.1.2. Celice smo inkubirali na 
stresalniku pri 200 rpm in temperaturi 37 °C do določene faze rasti ter v 30 minutnih 
intervalih spremljali OD650. Celice smo s 40,2 µL prodigiozina (končna koncentracija 5,9 
mg/L) tretirali v zgodnji eksponentni fazi (OD650 med 0,4 in 0,5), v pozni eksponentni fazi 
(OD650 približno 1,2) in stacionarni fazi (OD650 približno 1,4). Pri negativnih kontrolah 
smo dodali celicam v različnih fazah rasti enak volumen etanola, katerega končna 
koncentracija znaša 0,19 % (V/V). OD650 smo spremljali na 30 minut še 5 ur po dodatku 
prodigiozina.  
 
Na podlagi dobljenih podatkov smo izračunali naklon odmiranja bakterijske kulture. Na 
podlagi narisanih krivulj odmiranja bakterijskih kultur (Slika 4) smo izbrali največji naklon 
propada in temu delu določili smerni koeficient, ki je predstavljal hitrost propadanja 
bakterijskih celic. 
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3.2.4 Opazovanje celic pod mikroskopom z uporabo diferencialnega interferenčnega 
kontrasta (DIC) 
Vcepek smo pripravili tako kot je opisano v poglavju 3.2.1.2. Ko so celice zrasle do OD650  
približno 0,5, smo vzeli 200 µL vzorca. To je bila časovna točka t= 0 h tik pred dodatkom 
prodigiozina. Po odvzemu vzorca smo v bakterijsko suspenzijo dodali 40,2 µL 
prodigiozina z začetno koncentracijo 2930 mg/L (končna koncentracija je 5,9 mg/L) in 
celice inkubirali dalje na stresalniku pri 200 rpm in temperaturi 37 °C. Vzorce smo vzeli 
tudi v časovni točki t= 1 h, eno uro po dodatku prodigiozina in t= 5 h, pet ur po dodatku 
prodigiozina. Pri negativni kontroli smo dodali enak volumen etanola s končno 
koncentracijo 0,19 % (V/V) in kontrole odvzeli na enak način in v istih časovnih točkah 
kot vzorce. 
 
5 µL vzorca ali kontrole iz vsake časovne točke smo prenesli na objektno steklo in 
mikroskopirali z DIC pri 630-kratni povečavi ter slikali naključna vidna polja.  
3.2.5 Določanje protimikrobne učinkovitosti prodigiozina na nežive celice B. subtilis 
PS-216  
Vcepek smo pripravili tako kot je opisano v poglavju 3.2.1.2. Ko so bakterije dosegle 
OD650 približno 0,5, smo jih avtoklavirali 20 minut pri temperaturi 121 °C in tlaku 1.3 bar. 
Po avtoklaviranju smo v bakterijsko suspenzijo dodali 40,2 µL prodigiozina z začetno 
koncentracijo 2930 mg/L (končna koncentracija je bila 5,9 mg/L) in celice še naprej 
inkubirali na stresalniku pri 200 rpm in temperaturi 37 °C. Kot pozitivno kontrolo smo 
namesto prodigiozina v gojišče dodali 200 µL 1 % (w/V) natrijevega dodecil sulfata (SDS) 
(končna koncentracija je bila 0,01 %); za negativno kontrolo smo v gojišče dodali 40,2 µL 
sterilnega 96 % etanola (končna koncentracija etanola je znašala 0,19 % (V/V)) ali 200 µL 
sterilne destilirane vode. Vzorcem smo merili OD650 na 30 minut še 5 ur po dodatku 
prodigiozina. 
3.2.6 Določanje aktivnosti β - galaktozidaze v izrabljenem gojišču B. subtilis  
Vcepek smo pripravili tako kot je opisano v poglavju 3.2.1.3. Ko so celice B. subtilis PS-
216 srfA-lacZ zrasle do OD650 približno 0,6, smo vzeli 500 µL vzorca, kar je predstavljalo 
časovno točko t= 0 h tik pred dodatkom prodigiozina. Po odvzemu vzorca smo v 
bakterijsko suspenzijo dodali 19,8 µL prodigiozina z začetno koncentracijo 2930 mg/L 
(končna koncentracija je 2,9 mg/L, kar predstavlja MIK B. subtilis PS-216 srfA-lacZ v 
gojišču CM) in celice še naprej inkubirali na stresalniku pri 200 rpm in temperaturi 37 °C. 
500 µL odvzetega vzorca smo centrifugirali 10 minut pri 14 000 rpm, da smo se znebili 
celic in tako pridobili izrabljeno gojišče. Na mikrotitrsko ploščo smo nanesli 80 µL 
supernatanta in 20 µL pufra Z z ONPG (končna koncentracija 4 mg/mL) ter 2 - 
merkaptoetanolom (končna koncentracija 40 µM). Skupni volumen je znašal 100 µL. 
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Mikrotitrsko ploščo smo inkubirali pri temperaturi 37 °C in 30 minut merili absorbanco pri 
420 nm (A420) vsakih 30 sekund, kjer smo spremljali nastanek rumeno obarvanega orto-
nitrofenola. Enak postopek smo ponovili v časovni točki t = 1 h (eno uro po dodatku 
prodigiozina), t = 3 h (tri ure po dodatku prodigiozina) in t = 5 h (pet ur po dodatku 
prodigiozina). Kot pozitivno kontrolo smo namesto prodigiozina v gojišče dodali 200 µL 1 
% (w/V) SDS (končna koncentracija je bila 0,01 % (w/V)); za negativno kontrolo smo v 
gojišče dodali 19,8 µL sterilnega 96 % (V/V) etanola (končna koncentracija etanola je 
znašala 0,01 % (V/V)) ali 200 µL sterilne destilirane vode. Iz naklona krivulje nastanka 
orto - nitrofenola (spremembe A420 v času) smo izračunali β- galaktozidazno aktivnost: 
 
 
 
kjer je A420 absorbanca orto - nitrofenola pri 420 nm, t čas inkubacije (min), l dolžina poti 
poti žarka skozi vzorec (cm), OD650 optična gostota celične suspenzije pri 650 nm in Vkulture 
volumen kulture v reakciji (mL). 
3.2.6.1 Določanje obstojnosti β- galaktozidaze, sproščene iz bakterijskih celic 
Da bi preverili stabilnost β - galaktozidaze zaradi dodatka protimikrobnega sredstva, smo 
izmerili njeno aktivnost v izrabljenem gojišču. Vcepek smo pripravili tako kot je opisano v 
poglavju 3.2.1.3. Ko so celice B. subtilis PS-216 srfA-lacZ zrasle do OD650 približno 0,5, 
smo vzeli 10 mL vzorca. Celično suspenzijo smo sonicirali (12-krat po 30 sekund z 
vmesnimi 30 sekundnimi odmori in amplitudo ultrazvoka 6 µm) in nato vzorce 
centrifugirali 10 minut pri 10000 rpm. Supernatant smo razdelili v dve centrifugirki po 5 
mL. V supernatant ene centrifugirke smo direktno dodali 5 µL prodigiozina z začetno 
koncentracijo 2930 mg/L (končna koncentracija je 2,9 mg/L). Druga centrifugirka je 
služila za kontrolo in nismo dodali ničesar. To predstavlja časovno točko t= 0 h takoj po 
dodatku prodigiozina. Supernatant smo ves čas inkubirali na stresalniku pri 200 rpm in 
temperaturi 37 °C. Za merjenje aktivnosti β - galaktozidaze smo na mikrotitrsko ploščo 
nanesli 80 µL supernatanta in 20 µL pufra z ONPG (končna koncentracija 4 mg/mL) ter 2 - 
merkaptoetanolom (končna koncentracija 40 µM). Skupni volumen je znašal 100 µL. 
Mikrotitrske plošče smo inkubirali pri temperaturi 37 °C in 30 minut merili absorbanco pri 
420 nm (A420) na vsakih 30 sekund, kjer smo spremljali nastanek rumeno obarvanega orto-
nitrofenola. Enak postopek smo ponovili v časovni točki t= 1 h (eno uro po dodatku 
prodigiozina), t= 3 h (tri ure po dodatku prodigiozina) in t= 5 h (pet ur po dodatku 
prodigiozina). Aktivnost β- galaktozidaze smo izračunali po enačbi 1. Kot pozitivno 
kontrolo smo namesto prodigiozina v gojišče dodali 50 µL 1 % (w/V) SDS (končna 
koncentracija je bila 0,01 % (w/V)). Pri negativni kontroli nismo dodali ničesar.  
A420  
t ∙ l ∙ OD650 ∙ Vkulture 
β- galaktozidazna aktivnost  =  1000 ∙ 
 
[Miller enote],              … (1) 
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3.2.7 Določanje vpliva različnih protibakterijskih učinkovin na rast B. subtilis PS-
216 
Vcepek smo pripravili tako kot je opisano v poglavju 3.2.1.2. Ko so bakterije dosegle 
vrednost OD650 med 0,4 in 0,5, smo dodali ustrezno koncentracijo protimikrobnega 
sredstva glede na najpogosteje uporabljene koncentracije v literaturi (Chung in sod., 2008; 
Falk in sod., 2010; Lacriola in sod., 2013) (Preglednica 1). Po dodatku protimikrobne 
učinkovine smo OD650 merili na 30 minut še 5 ur. Za negativno kontrolo smo dodali enak 
volumen topila, v katerem je bilo raztopljeno protimikrobno sredstvo.  
 
Preglednica 1: Uporabljena protimikrobne učinkovine z založno in končno koncentracijo, dodanim 
volumnom protimikrobnega sredstva in pripadajočo negativno kontrolo 
Protimikrobno 
sredstvo 
Založna 
koncentracija 
Dodan 
volumen 
Končna 
koncentracija 
Negativna kontrola 
Prodigiozin 2930 mg/L 40,3 µL 5,9 mg/L Etanol 
Fleomicin 1 mg/mL 100 µL 5 µg/mL Voda 
Rifampicin 50 mg/mL 40 µL 100 µg/mL DMSO 
Mitomicin C 0,4 mg/mL 20 µL 0,4 µg/mL Voda 
Kanamicin 10 mg/mL 200 µL 100 µg/mL Voda 
Eritromicin 50 mg/mL 40 µL 100 µg/mL Etanol 
Kloramfenikol 10 mg/mL 40 µL 20 µg/mL Voda 
Ampicilin 100 mg/mL 20 µL 100 µg/mL Voda 
Vankomicin 50 mg mL 4 µL 10 µg/mL Voda 
Triton X- 100 1,065 % (V/V) 2,3 µL 0,0125 % (V/V) Voda 
SDS 1 % (w/V) 200 µL 0,01 % (w/V) Voda 
CTAB 5 % (w/V) 40 µL 0,01 % (w/V) Etanol 
3.2.8 Statistična obdelava podatkov 
Prikazani rezultati so povprečne vrednosti neodvisnih ponovitev, ki so jim dodani 
standardni odkloni. Podatke smo statistično ovrednotili z dvostranskim Studentovim t- 
testom (stopnja zaupanja: 95 %) v programu R. Vrednosti nižje od 0,05 pomenijo, da se 
rezultati med seboj signifikantno razlikujejo. Vrednosti višje od 0,05 pomenijo, da med 
rezultati ni signifikantne razlike. 
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4 REZULTATI 
4.1 DOLOČANJE MIK PRODIGIOZINA V OPTIMALNIH POGOJIH RASTI PROTI 
SEVOM Bacillus sp. 
Vrednosti MIK prodigiozina v gojišču LB pri temperaturi 37 °C so prikazane na sliki 1. 
Razlikujemo lahko dve skupini: skupina bakterij z nekoliko višjim MIK (vrednosti so se 
gibale med 5,9 ± 0 mg/L in 7,83 mg/L ± 2,86 mg/L) in nižjim MIK (vrednosti so se gibale 
med 2,90 ± 0 mg/L in 3,15 ± 0,87). V skupino z višjim MIK sodijo sevi B. 
amyloliquefaciens FZB 42, B. licheniformis ATCC 9945A, B. subtilis RO-FF-1, B. subtilis 
NCIB 3610, B. subtilis PS-216 in B. subtilis ATCC 6051. Nekoliko nižjo MIK so imeli 
sevi B. megaterium MS941, Bacillus sp. 5A, ter B. subtilis PS-216 srfA- lacZ (neo) v 
gojišču CM.  
 
 
Slika 2: Minimalne inhibitorne koncentracije prodigiozina za seve Bacillus sp. v optimalnih pogojih 
rasti. Bakterije Bacillus sp. smo gojili v mikrotitrskih ploščah v gojišču LB z 1 % (w/V) NaCl in ustrezno 
redčitvijo prodigiozina (v koncentracijskem območju med 0,65 in 403,8 mg/L s faktorjem redčenja 2). 
Mikrotitrske plošče smo inkubirali 20 ur pri temperaturi 37 °C v temi. Pri sevu B. subtilis PS-216 srfA-lacZ 
(neo) smo MIK določali v gojišču CM in inkubirali 20 ur pri temperaturi 37 °C v temi. Za vsak sev smo 
izvedli tri  neodvisna  gojenja in znotraj enega gojenja štiri ponovitve. Prikazana je povprečna vrednost in 
standardni odklon. 
 
Za nadaljnje testiranje vpliva temperature in slanosti na MIK vrednost smo izbrali dva 
seva, ki izhajata iz različnih okolij. Odločili smo se za B. subtilis PS-216, ki je naravni 
izolat, in sev B. subtilis ATCC 6051, ki je laboratorijski sev s poznano biozaščitno vlogo. 
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4.2 VPLIV TEMPERATURE NA MINIMALNO INHIBITORNO KONCENTRACIJO 
PRODIGIOZINA  
Vpliv temperature na MIK je prikazan na Sliki 3. MIK prodigiozina za sev B. subtilis PS-
216 znaša pri standardni temperaturi 5,9 ± 0 mg/L (37 °C, 1 % NaCl v gojišču LB) in za B. 
subtilis ATCC 6051 7,83 ± 2,86 mg/L pri istih pogojih. V primerjavi s temperaturo 37 °C 
se je MIK pri 43 °C pri sevu B. subtilis PS-216 statistično povečal na 8,80 ± 3,03 mg/L (p 
= 0,003). Pri sevu B. subtilis ATCC 6051 se je MIK zmanjšal na 6,87 ± 2,26 mg/L, vendar 
ni statistične razlike (p = 0,37). Pri temperaturi 23 °C so se MIK vrednosti v primerjavi z 
MIK pri temperaturi 37 °C zmanjšale. MIK prodigiozina pri temperaturi 23 °C znaša tako 
za B. subtilis PS-216 kot za B. subtilis ATCC 6051 2,90 ± 0 mg/L (p = 5∙10-6). Vrednost 
MIK pri temperaturi 37 °C so se med B. subtilis ATCC 6051 in B. subtilis PS-216 
statistično razlikovale (p = 0,03), pri temperaturi 43 °C razlike ni bilo (p = 0,09). 
 
 
Slika 3: Vpliv temperature na minimalno inhibitorno koncentracijo prodigiozina pri sevih B. subtillis 
PS-216 (modri stolpci) in B. subtillis ATCC 6051 (rjavi stolpci). Izbrana bakterijska seva smo gojili v 
mikrotitrskih ploščah v gojišču LB z 1 % (w/V) NaCl in ustrezno redčitvijo prodigiozina (v koncentracijskem 
območju med 0,65 in 403,8 mg/L s faktorjem redčenja 2). Mikrotitrske plošče smo inkubirali pri 
temperaturah 23 °C, 37 °C in 43 °C 20 ur v temi. Za vsak sev smo izvedli tri neodvisna gojenja in znotraj 
enega gojenja štiri ponovitve. Prikazana je povprečna vrednost in standardni odklon. 
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4.3 VPLIV SLANOSTI NA MINIMALNO INHIBITORNO KONCENTRACIJO 
PRODIGIOZINA  
Vpliv različne slanosti na MIK je prikazan na Sliki 4. Vrednost MIK je pri obeh testiranih 
bakterijskih sevih značilno padala z večanjem slanosti v okolju. Med bakterijskima sevoma 
so bile majhne razlike znotraj testirane slanosti (p = 0,03 pri 1 % NaCl, p = 1,5∙10-4 pri 3 % 
NaCl). 
 
MIK prodigiozina za sev B. subtilis PS-216 znaša pri optimalnih pogojih 5,9 ± 0 mg/L (37 
°C, 1 % (w/V) NaCl v gojišču LB) in za B. subtilis ATCC 6051 7,83 ± 2,86 mg/L pri istih 
pogojih. MIK prodigiozina v gojišču LB s 3 % (w/V) NaCl se zmanjša tako pri B. subtilis 
PS-216 (3,15 ± 0,87 mg/L) kot pri B. subtilis ATCC 6051 (1,63 ± 0,77 mg/L). V 
primerjavi s standardnimi pogoji se je MIK pri B. subtilis PS-216 zmanjšala za dvakrat (p 
= 2∙10-10) in pri B. subtilis ATCC 6051 za skoraj petkrat (p = 3∙10-7). MIK prodigiozina v 
gojišču LB z 10 % (w/V) NaCl znaša tako za B. subtilis PS-216 kot za B. subtilis ATCC 
6051 0,60 ± 0 mg/L. V primerjavi s standardnimi pogoji se je MIK pri B. subtilis PS-216 
zmanjšala za skoraj desetkrat in pri B. subtilis ATCC 6051 za trinajstkrat (p = 1∙10-8). 
 
 
Slika 4: Vpliv koncentracij NaCl na minimalno inhibitorno koncentracijo prodigiozina pri sevih B. 
subtillis PS-216 (modri stolpci) in B. subtillis ATCC 6051 (rjavi stolpci). Izbrana bakterijska seva smo 
gojili v mikrotitrskih ploščah v gojišču LB z 1, 3 in 10 % (w/V) NaCl ter ustrezno redčitvijo prodigiozina (v 
koncentracijskem območju med 0,65 in 403,8 mg/L s faktorjem redčenja 2). Mikrotitrske plošče smo 
inkubirali pri temperaturi 37 °C 20 ur v temi. Za vsak sev smo izvedli tri neodvisna gojenja in znotraj enega 
gojenja štiri ponovitve. Prikazana je povprečna vrednost in standardni odklon. 
 
Ker so bile med izbranima sevoma B. subtilis PS-216 in B. subtilis ATCC 6051 zelo 
majhne razlike, smo si za nadaljnje delo izbrali samo en sev in sicer B. subtilis PS-216. 
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4.4 PROTIMIKROBNA UČINKOVITOST PRODIGIOZINA NA B. subtilis PS-216 V 
RAZLIČNIH FAZAH RASTI 
Vpliv faze rasti na hitrost propada bakterijskih celic po dodatku prodigiozina je prikazan 
na Sliki 5. Rezultati so pokazali, da ima faza rasti vpliv na hitrost propada celic po dodatku 
prodigiozina. Bakterijske celice so najhitreje propadale v zgodnji eksponentni fazi, naklon 
odmiranja je znašal 0,0019 OD650/min. V pozni eksponentni fazi je naklon odmiranja 
znašal 0,0011 OD650/min, celice so propadale skoraj dvakrat počasneje kot v zgodnji 
eksponentni fazi. V stacionarni fazi je bil propad bakterijskih celic najpočasnejši, naklon 
odmiranja je znašal 0,0003 OD650/min. V primerjavi z zgodnjo eksponentno fazo so celice 
propadale šestkrat počasneje in v primerjavi s pozno eksponentno fazo štirikrat počasneje.   
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4.5 OPAZOVANJE BAKTERIJSKIH CELIC POD MIKROSKOPOM Z UPORABO DIC 
MIKROSKOPIJE 
Pri opazovanju bakterijskih celic pod mikroskopom (Slika 6) smo ugotovili, da se dobljeni 
rezultati skladajo z rezultati, pri katerih smo spremljali OD650. Pri tretiranju bakterijskih 
celic z etanolom lahko opazimo, da število celic s časom narašča. Tik pred tretiranjem celic 
s prodigiozinom in etanolom je bilo število celic podobno. Eno uro po dodatku 
prodigiozina je bilo opaziti precej manj celic v primerjavi z eno uro po dodatku etanola. 
Pet ur po tretiranju s prodigiozinom opazimo, da praktično ni bilo več celic, saj je bila 
večina celic liziranih.  
 
Slika 6: Celice B. subtilis PS-216 pod mikroskopom z uporabo DIC v različnih časovnih točkah. 
Časovna točka t= 0 h je predstavljala čas tik pred dodatkom prodigiozina oziroma etanola pri negativni 
kontroli; časovna točka t= 1 h pomeni eno uro in t= 5 h pet ur po dodatku prodigiozina oziroma etanola. 5 µL 
vzorca smo prenesli na objektno steklo, pogledali pod mikroskopom pri 630-kratni povečavi in slikali 
naključna vidna polja. Za vsako tretiranje smo izvedli tri neodvisna gojenja bakterijske kulture. 
4.6 PROTIMIKROBNA UČINKOVITOST PRODIGIOZINA NA NEŽIVE CELICE B. 
subtilis PS-216  
Bakterijske celice smo gojili do zgodnje eksponentne faze in jih nato avtoklavirali, da bi 
uničili živost (Slika 7). Po tretiranju mrtvih celic s prodigiozinom, se OD650 v času 5 ur ni 
zmanjšala. Vrednost se je ves čas gibala okoli 0,30. Enako smo opazili pri tretiranju celic z 
etanolom, SDS in vodo (Slika 7). Celice niso lizirale. 
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Slika 7: Spremljanje vpliva prodigiozina, etanola, SDS in vode na spremembo OD650 mrtvih celic B. 
subtilis PS-216 v gojišču LB. V zgodnji eksponentni fazi (OD650 okoli 0,5) smo celice avtoklavirali (20 
minut, 121 °C in tlak 1.3 bar) in jih šele nato tretirali s prodigiozinom (končna koncentracija 5,9 mg/L). Kot 
pozitivno kontrolo smo v gojišče dodali SDS (končna koncentracija je bila 0,01 % (V/V)) kot negativni 
kontroli smo uporabili enake količine vode in 96 % (V/V) etanola s končno koncentracijo 0.19 % (V/V). 
Celice smo po tretiranju inkubirali pri temperaturi 37 °C 5 ur. Za vsako tretiranje smo izvedli tri neodvisna 
gojenja. S polnimi znaki in polno črto so označene celice tretirane s protimikrobnimi učinkovinami, s 
praznimi znaki in prekinjeno črto njihove negativne kontrole. Prikazana je povprečna vrednost in standardni 
odklon. 
4.7 AKTIVNOST Β - GALAKTOZIDAZE V IZRABLJENEM GOJIŠČU B. subtilis PS-
216 srfA-lacZ (neo) 
Ob času t = 0 h nismo zaznali aktivnosti β - galaktozidaze pri nobenem tretiranju, kar je 
skladno s tem, da je -galaktozidaza intracelularni encim (Slika 8). V prvi uri po tretiranju 
je bila najvišja aktivnost pri vzorcih z dodanim prodigiozinom (599,30 ± 81,47 Millerjevih 
enot). Le-ta je bila petkrat višja kot pri tretiranju z SDS (113,69 ± 28,14 Millerjevih enot; p 
= 2∙10-16) in štirikrat višja kot pri etanolu (143,35 ± 124,05 Millerjevih enot; p = 5∙10-16) v 
isti časovni točki. Pri destilirani vodi nismo zaznali aktivnosti β- galaktozidaze v prvi uri 
po dodatku. Pri tretiranju celic s prodigiozinom je aktivnost β - galaktozidaze s časom 
upadala. Aktivnosti β - galaktozidaze po tretiranju z SDS po treh urah nismo več zaznali. 
Zmanjšanje aktivnosti smo opazili tudi pri etanolu, vendar razlika v primerjavi s prvo uro 
ni signifikantna (p = 0,34). Močno se je povišala aktivnost β - galaktozidaze pri tretiranju 
bakterijskih celic z destilirano vodo in sicer iz 0 na 359,5 ± 145,0 Millerjevih enot (p = 
9∙10-15). Za razliko od prodigiozina in SDS, kjer je aktivnost β - galaktozidaze s časom 
upadala, je pri tretiranju celic z etanolom in destilirano vodo aktivnost β - galaktozidaze s 
časom naraščala. 
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Slika 8: Aktivnost β - galaktozidaze v izrabljenem gojišču CM. Celice B. subtilis PS-216 srfA-lacZ (neo) 
smo tretirali s prodigiozinom (končna koncentracija je bila 2,9 mg/L). Kot pozitivno kontrolo smo namesto 
prodigiozina v gojišče dodali 200 µL 1 % SDS (končna koncentracija je bila 0,01 %); za negativno kontrolo 
smo v gojišče dodali 19,8 µL sterilnega 96 % (V/V) etanola (končna koncentracija etanola je znašala 0,19 % 
(V/V)) ali 200 µL sterilne destilirane vode. Vzorcem smo na 30 sekund merili A420, kjer smo spremljali 
nastanek orto-nitrofenola. Za vsako tretiranje smo izvedli šest neodvisnih gojenj in znotraj enega gojenja tri 
ponovitve. Prikazana je povprečna vrednost in standardni odklon. 
4.7.1 Spremljanje stabilnosti β - galaktozidaze v izrabljenem gojišču ob dodatku 
prodigiozina in SDS 
Na Sliki 9 je predstavljena obstojnost oziroma stabilnost β - galaktozidaze v izrabljenem 
gojišču ob dodatku prodigiozina in SDS.  Najvišjo aktivnost β - galaktozidaze smo izmerili 
v točki t = 0 h. Aktivnost β - galaktozidaze takoj po tretiranju s prodigiozinom je znašala 
419,56 ± 39,39 Millerjevih enot, po tretiranju z SDS 402,29 ± 39,10 Millerjevih enot in pri 
negativni kontroli 420,84 ± 41,64 Millerjevih enot. S časom se je aktivnost zmanjševala in 
je bila najnižja v času t = 5 h, ko je po tretiranju s prodigiozinom znašala 101,14 ± 17,55 
Millerjevih enot in pri negativni kontroli 108,82 ± 19,03 Millerjevih enot. V vseh časovnih 
točkah je bila aktivnost β – galaktozidaze pri kontroli vedno višja kot pri tretiranju s 
prodigiozinom, vendar razlika ni statistično pomembna (p = 0,94 v času t = 0h; p = 0,99 v 
času t = 1 h; p = 0, 947 v času t = 3 h; p = 0, 321 v času t = 5h). Pri tretiranju celic z SDS 
se je aktivnost β - galaktozidaze v primerjavi s točko t = 0 h po eni uri zmanjšala kar za 
petkrat in je znašala 86,50 ± 19,22 Millerjevih enot. Po treh in po petih urah β - 
galaktozidaza ni bila več aktivna.  
Dobljeni rezultati kažejo na to, da je dodatek SDS zmanjšal aktivnost β - galaktozidaze. 
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Slika 9: Testiranje aktivnosti in stabilnosti β - galaktozidaze v izrabljenem gojišču ob dodatku 2,9 
mg/L prodigiozina in 0,01 % (w/V) SDS. Vzorcem smo na 30 sekund merili A420, kjer smo spremljali 
nastanek orto-nitrofenola. Pri negativni kontroli nismo dodali ničesar. Za vsako tretiranje smo izvedli tri 
neodvisna gojenja in znotraj enega gojenja tri ponovitve. Prikazana je povprečna vrednost in standardni 
odklon. 
 
4.8 UČINKOVITOST RAZLIČNIH PROTIBAKTERIJSKIH UČINKOVIN NA RAST B. 
subtilis PS-216 
4.8.1 Tretiranje B. subtilis PS- 216 z antibiotiki, ki delujejo na sintezo proteinov 
Na Sliki 10 lahko vidimo, da imajo bakterijske celice po tretiranju z antibiotiki, ki delujejo 
na sintezo proteinov, zelo podobno krivuljo rasti. Po tretiranju so celice v petih urah počasi 
zrasle iz OD650 0,50 do približno 0,80. Rast se je proti koncu ustavila, vendar celice niso 
lizirale. Pri negativnih kontrolah lahko vidimo, da so celice normalno rasle naprej do 
OD650 1,50.  
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Slika 10: Spremljanje rasti B. subtilis PS-216 v gojišču LB pri temperaturi 37 °C po tretiranju z 
antibiotiki, ki delujejo na sintezo proteinov. Kulture smo v zgodnji eksponentni fazi (OD650 približno 0,5) 
tretirali s kanamicinom (100 µg/mL), eritromicinom (100 µg/mL) in kloramfenikolom (20 µg/mL). Za 
negativno kontrolo smo dodali enak volumen topila, v katerem je bilo raztopljeno protimikrobno sredstvo. T 
= 0 predstavlja čas dodatka protimikrobne učinkovine. Za vsako tretiranje smo izvedli tri neodvisna gojenja. 
S polnimi znaki in polno črto so označene celice tretirane s protimikrobnimi učinkovinami, s praznimi znaki 
in prekinjeno črto njihove negativne kontrole. Prikazana je povprečna vrednost in standardni odklon. 
4.8.2 Tretiranje B. subtilis PS-216 z antibiotiki, ki delujejo na sintezo DNK 
Pri tretiranju celic z antibiotiki, ki delujejo na sintezo DNK, lahko opazimo dve različni 
krivulji odmiranja celic (Slika 11). Krivulji odmiranja celic po tretiranju s fleomicinom in 
mitomicinom C sta si zelo podobni. Pri tretiranju s fleomicinom so celice rasle še 70 
minut, nato začele hitro propadati, 190 minut po dodatku se je propad celic drastično 
upočasnil. Podobno se je pokazalo tudi pri tretiranju z mitomicinom C, kjer so celice rasle 
do 95. minute, začele hitro propadati in 185 minut po dodatku se je propad celic ustavil. 
Do propada bakterijskih celic so le-te v primerjavi z negativno kontrolo sicer rasle 
počasneje. Po tretiranju celic z rifampicinom se OD650 celotnih 5 ur opazovanja ni 
spreminjal in je ostal konstanten. Pri kontrolah so celice zrasle do OD650 1,67. 
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Slika 11: Spremljanje rasti B. subtilis PS-216 v gojišču LB pri temperaturi 37 °C po tretiranju z 
antibiotiki, ki delujejo na sintezo DNK. Kulture smo v zgodnji eksponentni fazi (OD650 približno 0,5)  
tretirali s fleomicinom (5 µg/mL), mitomicinom C (0,4 µg/mL) in rifampicinom (100 µg/mL). Za negativno 
kontrolo smo dodali enak volumen topila, v katerem je bilo raztopljeno protimikrobno sredstvo. T = 0 
predstavlja čas dodatka protimikrobne učinkovine. Za vsako tretiranje smo izvedli tri neodvisna gojenja. S 
polnimi znaki in polno črto so označene celice tretirane s protimikrobnimi učinkovinami, s praznimi znaki in 
prekinjeno črto njihove negativne kontrole. Prikazana je povprečna vrednost in standardni odklon. 
4.8.3 Tretiranje B. subtilis PS-216 z antibiotiki, ki delujejo na sintezo celične stene 
Pri tretiranju celic z antibiotiki, ki delujejo na sintezo celične stene, je bila krivulja 
odmiranja zelo podobna tako pri ampicilinu kot vankomicinu. Na Sliki 12 je vidno, da sta 
izbrana antibiotika bakterijske celice lizirala, saj se je OD650 po dodatku zmanjševala. Po 
tretiranju z ampicilinom je OD650 35 minut še naraščala in se nato začela hitro zmanjševati. 
Tudi po tretiranju z vankomicinom je OD650 še 30 minut naraščala, nato se je začela hitro 
zmanjševati. Liza celic je bila hitrejša pri tretiranju z ampicilinom kot pri tretiranju z 
vankomicinom. 180 minut po tretiranju z ampicilinom je OD650 začel ponovno naraščati, 
saj so se verjetno v gojišču pojavile mutante, odporne na antibiotik. Pri negativnih 
kontrolah so celice rasle naprej, po petih urah so zrasle do vrednosti OD650 1,38 in 1,60.  
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Slika 12: Spremljanje rasti B. subtilis PS-216 v gojišču LB pri temperaturi 37 °C po tretiranju z 
antibiotiki, ki delujejo na sintezo celične stene. Kulture smo v zgodnji eksponentni fazi (OD650 približno 
0,5) tretirali z ampicilinom (100 µg/mL) in vankomicinom (10 µg/mL). Za negativno kontrolo smo dodali 
enak volumen topila, v katerem je bilo raztopljeno protimikrobno sredstvo. T = 0 predstavlja čas dodatka 
protimikrobne učinkovine. Za vsako tretiranje smo izvedli tri neodvisna gojenja. S polnimi znaki in polno 
črto so označene celice tretirane s protimikrobnimi učinkovinami, s praznimi znaki in prekinjeno črto njihove 
negativne kontrole. Prikazana je povprečna vrednost in standardni odklon. 
4.8.4 Tretiranje B. subtilis PS- 216 z detergenti 
Na Sliki 13 vidimo, da detergenti sprožijo lizo celic, saj se je OD650 zmanjševal. Pri 
tretiranju celic s Triton X-100 in SDS so le-te začele propadati takoj po dodatku izbranih 
detergentov. Propad celic je bil hitrejši pri Triton X-100, 70 minut po tretiranju so bile 
lizirane vse celice. Vrednost OD650 se je ustavila pri 0,04 in ostala konstantna še naslednjih 
240 minut. Propad celic po tretiranju z SDS je bil počasnejši in se je po 315 minutah 
ustavil pri OD650 0,08. Pri tretiranju celic s CTAB je OD650 po 35 minutah še narasel, nato 
so začele celice počasi propadati. Pri negativnih kontrolah so celice rasle naprej, po petih 
urah so zrasle do vrednosti OD650 približno 1,70.  
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Slika 13: Spremljanje rasti B. subtilis PS-216 v gojišču LB pri temperaturi 37 °C po tretiranju z 
detergenti. Kulture smo v zgodnji eksponentni fazi (OD650 približno 0,5) tretirali s Tritonom X-100 (0,0125 
% (V/V)), CTAB (0,01 % (w/V)) in SDS (0,01 % (w/V)). Za negativno kontrolo smo dodali enak volumen 
topila, v katerem je bilo raztopljeno protimikrobno sredstvo. T = 0 predstavlja čas dodatka protimikrobne 
učinkovine. Za vsako tretiranje smo izvedli tri neodvisna gojenja. S polnimi znaki in polno črto so označene 
celice tretirane s protimikrobnimi učinkovinami, s praznimi znaki in prekinjeno črto njihove negativne 
kontrole. Prikazana je povprečna vrednost in standardni odklon. 
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5 RAZPRAVA 
V magistrskem delu smo želeli preveriti, če in v kakšni meri so izbrani sevi bakterij iz rodu 
Bacillus občutljivi na prodigiozin. Z dilucijsko metodo smo v mikrotitrskih ploščah 
določili minimalno inhibitorno koncentracijo. Pregledali smo vpliv okolja na MIK 
vrednost, delovanje in stabilnost -galaktozidaze po dodatku prodigiozina, ter vpliv 
prodigiozina na rast bakterije B. subtilis v različnih fazah rasti. Litično aktivnost 
prodigiozina smo primerjali z različnimi znanimi protimikrobnimi učinkovinami, ki 
delujejo na celice B. subtilis. Rezultati kažejo, da prodigiozin sproži znatno litično 
aktivnost celic B. subtilis takoj po dodatku. 
5.1 DOLOČANJE MIK PRODIGIOZINA V OPTIMALNIH POGOJIH NA SEVE 
Bacillus sp. 
Znano je, da so na prodigiozin občutljive tako po Gramu negativne (Salmonella typhi, 
Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris, Klebsiella pneumoniae) kot po Gramu 
pozitivne bakterije (Staphylococcus aureus) (Priya in sod., 2013; Sumathi in sod., 2014). 
Protimikrobno delovanje prodigiozina je že bilo dokazano tudi proti Bacillus sp. 
(Stankovic in sod., 2012; Priya in sod., 2013; Sumathi in sod., 2014). MIK prodigiozina 
proti Bacillus subtilis ATCC 441 je znašala 90 mg/L (Sumathi in sod., 2014) in proti 
Bacillus sp. 100 mg/L (Priya in sod., 2013). MIK undecilprodigiozina proti Bacillus 
subtilis ATCC 6633 je znašal 50 mg/L (Stankovic in sod., 2012). V naših eksperimentih 
smo pokazali, da so vse testirane bakterije iz rodu Bacillus občutljive na prodigiozin, 
vendar so bile vrednosti MIK bistveno nižje (med 2,82 in 7,83 mg/L). Pri koncentracijah, 
ki so bile višje od MIK, bakterije po 20 urah niso več zrasle. Izvedbe testa za določanje 
MIK se lahko med seboj razlikujejo, kar lahko vpliva na rezultat testa. Priya in sod. (2013) 
so izvedli podoben test v mikortitrskih ploščah kot mi, kjer so inokulumu (koncentracija 
inokuluma v teh in v našem eksperimentu je enaka: 1∙107 CFU/ mL) dodali ustrezno 
količino koncentracijo antibiotika in po 24 urah inkubacije odčitali rezultate. Uporabili so 
dvakratne redčitve prodigiozina. Pri koncentraciji prodigiozina 50 mg/L je bila rast bakterij 
še prisotna, pri 100 mg/L rasti ni bilo več. Med obema koncetracijama je velik razpon in 
precej verjeto je, da je MIK manjši od 100 mg/L. V tem primeru bi morali uporabiti 
različne koncentracije prodigiozina v območju med 50 in 100 mg/L. Testirane bakterije so 
bili morski izolati, ki na površini lahko tvorijo biofilm. Če je biofilm prisoten, so za 
protimikrobno učinkovitost potrebne višje koncentracije protimikrobnega sredstva. 
Stankovic in sod (2012) so v eksperimentih uporabili undecilprodigiozin, ki sodi v 
podskupino lineranih oblik prodigininov kot prodigiozin, vendar je lahko njuna 
učinkovitost na bakterije Bacillus različna. Ciklične oblike prodigiozina imajo večjo 
protibakterijsko učinkovitost kot linearne (Lee in sod., 2011). Lastnosti prodigiozina so si 
lahko med seboj različne, odvisne so tudi od postopka ekstrakcije prodigiozina iz 
bakterijskih celic in načina shranjevanja. Stabilnost je najboljša, če je prodigiozin shranjen 
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pri temperaturi 4 °C, pri shranjevanju pri temperaturi 37 °C je njegova stabilnost manjša od 
37 % (Park in sod., 2012). Prav tako je znano, da na stabilnost prodigiozina vpliva tudi 
svetloba. Bela in modra svetloba ga lahko razgradita (Someya in sod., 2004). Iz 
pridobljenih rezultatov sklepamo, da ima prodigiozin inhibitoren učinek na rast testiranih 
sevov Bacillus sp. MIK vrednost je odvisna od vrste testirane bakterije in seva. Rezultati, 
pridobljeni v sklopu magistrske naloge, so pokazali, da prodigiozin inhibira rast 
bakterijskih celic in bi ga lahko uporabili kot protibakterijsko sredstvo. 
5.2 VPLIV STRESNIH DEJAVNIKOV NA MINIMALNO INHIBITORNO 
KONCENTRACIJO PRODIGIOZINA  
Okoljski stres lahko definiramo kot zunanji dejavnik, ki ima negativne učinke na 
bakterijske celice. To lahko vodi v inhibicijo rasti bakterijskih celic in dalje tudi v propad 
oziroma smrt celotne populacije bakterij ali samo dela bakterijske populacije. Primeri 
takšnega stresa so nizke ali visoke temperature, pH, osmotski tlak, pomanjkanje hranil in 
prisotnost toksičnih ali inhibitornih substanc. V magistrskem delu smo na dveh izbranih 
sevih B. subtilis PS-216 in B. subtilis ATCC 6051 testirali vpliv temperature in slanosti na 
MIK prodigiozina (Sliki 2 in 3). 
 
Optimalna temperatura za rast B. subtilis je 37 °C, v laboratorijskih pogojih je zmožen rasti 
v temperaturnem območju med 11 °C in 52 °C (Nicholas in sod., 1995). V eksperimentih 
smo testirali vpliv temperature na MIK pri 23 °C in 43 °C (Slika 2). Pri nižji temperaturi 
od optimalne (23 °C) se je pri B. subtilis PS-216 MIK zmanjšala za dvakrat in pri B. 
subtilis ATCC 6051 za skoraj trikrat. Celice so torej postale bolj občutljive na dodatek 
prodigiozina kot v optimalnih pogojih rasti. Pri višji temperaturi od optimalne (43 °C) pri 
sevu B. subtilis ATCC 6051 ni bilo značilne razlike v primerjavi z MIK pri optimalni 
temperaturi, medtem ko se je pri sevu B. subtilis PS-216 MIK statistično povečal. 
McMahon in sod. (2007) so pokazali, da ima temperatura vpliv na občutljivost bakterij na 
antibiotike. Pri temperaturi 45 °C se je odpornost testiranih bakterij E. coli, S. enterica 
serovar Typhimurium in S. aureus na antibiotike zmanjšala, saj so bile MIK manjše kot pri 
kontrolnih pogojih, podobno so pokazali tudi pri nizkih temperaturah, kjer se je MIK pri 
vseh sevih zmanjšala. Sprememba temperature lahko spremeni fluidnost celične 
membrane, saj se v membrani spremeni delež nasičenih maščobnih kislin. Reorganizacija 
maščobnih kislin in izguba idealne fluidnosti v membrani ima lahko vpliv na membranske 
receptorje in signalizacijo, sposobnost vezave antibiotika in njegovo prehodnost skozi 
membrano (McMahon in sod., 2007). Spremeni se tudi profil izraženih genov in celična 
fiziologija, kar ima vpliv tudi na občutljivost bakterij na antibiotike (Poole, 2012). Eden 
izmed razlogov za zmanjšanje MIK pri nižjih temperaturah od optimalne je lahko slabša 
rast bakterij pri teh temperaturah. Če Bacillus subtilis najprej inkubiramo na 37 °C in ga 
nato v logaritemski fazi rasti prenesemo na 15 °C, raste slabše v primerjavi s kontrolo 
(Neale in Chapman, 1970).  
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V eksperimentih smo pokazali, da ima na MIK vpliv tudi koncentracija NaCl v gojišču 
(Slika 3). Z višanjem koncentracije NaCl v gojišču LB se je MIK zmanjševala pri obeh 
testiranih sevih. To pomeni, da so celice postale bolj občutljive na dodatek prodigiozina in 
le-ta nanje deluje v nižjih koncentracijah kot v optimalnih pogojih. V primerjavi z 
optimalnimi pogoji rasti se je MIK v gojišču LB s 3 % (w/V) NaCl pri B. subtilis PS-216 
zmanjšala za dvakrat in pri B. subtilis ATCC 6051 skoraj za petkrat. MIK prodigiozina v 
gojišču LB z 10 % (w/V) NaCl se je pri B. subtilis PS-216 zmanjšala za skoraj desetkrat in 
pri B. subtilis ATCC 6051 za trinajstkrat v primerjavi z optimalnimi pogoji rasti. 
McMahon in sod. (2007) so pri povišanih koncentracijah NaCl v gojišču (več kot 4,5 %) 
pokazali ravno obratno. V gojišču s povišano slanostjo je bila MIK pri E. coli, S. enterica 
serovar Typhimurium in S. aureus večja v primerjavi s kontrolami. Povečano odpornost na 
antibiotike pri povišani slanosti (od 2 do 12 % NaCl) so dokazali tudi pri bakteriji L. 
monocytogenes (Al-Nabulsi in sod., 2015). V obeh eksperimentih so bile celice 
osmotskemu stresu izpostavljene 24 ur preden so jih tretirali z antibiotiki. Po drugi strani 
so bile celice L. monocytogenes, ki so bile visokim koncentracijam NaCl (7 %) 
izpostavljene samo eno uro pred tretiranjem z antibiotiki, bolj občutljive na dodane 
antibiotike (Faezi-Ghasemi in Kazemi, 2015). Ti rezultati so primerljivi z našimi, kjer so 
bile celice izpostavljene temperaturnemu in osmotskemu stresu šele ob dodatku 
prodigiozina. Tako so bile hkrati izpostavljene dvojnemu stresu. Ker je bila faza 
prilagajanja na nove razmere kratka, so celice postale bolj občutljive kar se je opazilo tudi 
na zmanjšanju MIK.  
5.3 MEHANIZEM DELOVANJA PRODIGIOZINA  
Znano je, da protimikrobna sredstva najbolje in preferenčno delujejo na hitro rastoče in 
deleče se celice. Tretiranje bakterijskih celic z antibiotikom v eksponentni fazi rasti ima 
največji baktericidni učinek. Počasi rastoče celice so manj občutljive na dodatek 
antibiotika, najmanjši učinek imajo antibiotiki na ne deleče se celice (Eng in sod., 1991). 
 
Tudi v naših eksperimentih smo dokazali, da je občutljivost celic na prodigiozin odvisna 
od faze rasti (Slika 4). Celice B. subtilis PS-216 so bile na prodigiozin najbolj občutljive v 
zgodnji eksponentni fazi rasti. V pozni eksponentni fazi so celice propadale skoraj dvakrat 
počasneje kot v zgodnji eksponentni fazi. Propad bakterijskih celic je bil najpočasnejši v 
stacionarni fazi. Zaključimo lahko, da ima prodigiozin v eksponentni fazi na bakterijske 
celice bakteriolitično delovanje in v stacionarni fazi bakteriostatično delovanje. Skladno s 
tem prodigiozin ni imel učinka na B. subtilis PS-216, ko smo tretirali nežive celice (Slika 
6). Po dodatku prodigiozina ni prišlo do celične lize, OD650 je ves čas ostajala konstantna. 
To pomeni, da prodigiozin za svoje delovanje potrebuje žive, metabolno aktivne celice.  
 
Ena od metod merjenja stopnje avtolize celic je tudi merjenje aktivnosti znotrajceličnega 
encima β – galaktozidaze. Z merjenjem aktivnosti β - galaktozidaze dokazujemo 
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sproščanje le-te iz celice v zunajcelični prostor, do česar lahko pride le, če je celica 
poškodovana. β - galaktozidaza je citoplazmatski encim, ki ga B. subtilis ne izloča v svojo 
okolico (Falk in sod, 2007; Falk in sod., 2010). Za določanje aktivnosti β - galaktozidaze 
se uporablja ONPG. Če je β - galaktozidaza prisotna, hidrolizira ONPG v galaktozo in 
orto-nitrofenol, ki je rumene barve in ga zaznamo z merjenjem absorbance pri 420 nm (Xia 
in sod., 2010). Prodigiozin je majhna molekula in lahko prehaja skozi celično steno, zaradi 
amfifilne narave se lako vključi v celično membrano in jo zrahlja (Diaz in sod., 2007). Ker 
so bakterijske celice poškodovane in tako bolj prepustne, lahko β - galaktozidaza prehaja 
skozi membrano in celično steno v zunanje okolje. Več kot je poškodovanih in kasneje 
liziranih celic, več β - galaktozidaze se je sprostilo v zunajcelično okolje. Falk in sod. 
(2007) so pokazali, da je sproščanje β – galaktozidaze povezano z aktiviranjem poti, ki 
vodijo do avtolize.  
 
V naših eksperimentih je bila aktivnost β – galaktozidaze najvišja eno uro po tretiranju s 
prodigiozinom. To smo tudi pričakovali, saj je prodigiozin liziral celice, pri tem se je β - 
galaktozidaza sproščala iz celic in smo lahko izmerili njeno aktivnost. Le-ta je bila petkrat 
višja kot pri tretiranju z SDS in štirikrat višja kot pri etanolu v isti časovni točki. Rezultati 
pri tretiranju z SDS so nas presenetili, saj je bila aktivnost β - galaktozidaze po eni uri zelo 
majhna v primerjavi s prodigiozinom, po treh in petih urah je bila enaka nič. S časom je 
aktivnost β - galaktozidaze upadala tudi pri tretiranju s prodigizinom, po petih urah je 
aktivnost upadla za dvakrat v primerjavi s prvo uro. Ker prodigiozin lizira celice, ni več 
celic, ki bi proizvajale β - galaktozidazo, zato se aktivnost zmanjšuje. V primeru tretiranja 
z etanolom in destilirano vodo, se je aktivnost β - galaktozidaze s časom povečevala. 
Povečevalo se je tudi število celic, saj je OD650 naraščala. Povečanje števila celic je 
pomenilo tudi večjo proizvodnjo β - galaktozidaze. Ker so celice prehajale v stacionarno 
fazo, odmirale, se je zato verjetno povečevala tudi aktivnost β - galaktozidaze.  
 
Glede na nizko aktivnost β - galaktozidaze pri tretiranju z SDS, smo se odločili, da 
preverimo še obstojnost β - galaktozidaze v izrabljenem gojišču, če supernatant tretiramo s 
prodigiozinom in SDS (Slika 8). Rezultati nakazujejo, da prodigiozin ne vpliva na 
aktivnost in stabilnost β - galaktozidaze, saj se aktivnost s prodigiozinom tretiranega in 
netretiranega encima obnašata enako, medtem ko SDS vpliva bodisi na aktivnost ali 
stabilnost β - galaktozidaze. Mugga in sod. (1993) so dokazali, da se je pri 32 °C ob 
dodatku 1 % SDS aktivnost β - galaktozidaze iz E. coli ohranila, ob dodatku 10 % SDS je 
encim izgubil svojo aktivnost. Pri naših eksperimentih smo upad aktivnosti β – 
galaktozidaze opazili že ob dodatku 0,01 % SDS. Ker je aktivnost β - galaktozidaze pri 
tretiranju z SDS tako drastično padla že v prvi uri po tretiranju, sklepamo da SDS 
zmanjšuje aktivnost ali stabilnost β – galaktozidaze, saj sodi med močne anionske 
surfaktante. V eksperimentih, kjer merimo aktivnost encimov, morajo biti v biološko 
aktivni obliki. Mogoče bi bilo bolje, da bi izbrali šibkejše neionske detergente. Neionski 
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detergenti preferenčno rušijo interakcije lipid-lipid in lipid-protein kot interakcije protein-
protein (Seddon in sod., 2004). 
 
Iz rezultatov mikroskopije izhaja, da prodigiozin povzroči lizo celic B. subtilis PS-216 
(Slika 5). Eno uro po tretiranju začnejo celice lizirati, opazno je njihovo zmanjševanje 
števila glede na kontrolo, po petih urah praktično ne vidimo več celih celic. Ena izmed 
možnih razlag za lizo s prodigiozinom bi lahko bila indukcija avtolize z avtolizini. 
Avtolizini so bakteriolitični encimi, ki hidrolizirajo peptidoglikan v celični steni bakterij, 
ki jih proizvajajo (Shockman in Höltje, 1994). Avtoliza in sinteza celične stene sta procesa, 
ki potekata sočasno. Bakterije propadejo, če je avtoliza večja od sinteze celične stene 
(Lacriola in sod., 2013). Pokazano je bilo, da so avtolizinske mutante (Lyt-2 pri Bacillus 
subtilis) pri tretiranju z antibiotiki, ki blokirajo sintezo celične stene bolj odporne na 
delovanje 50-100 µg/mL cikloserina, medtem ko je divji tip zelo hitro liziral že ob dodatku 
12 µg/mL cikloserina. Do lize avtolizinskih mutant ni prišlo niti po dodatku majhnih 
koncentracij β-laktamskih antibiotikov (Rogers in sod., 1983). Podobno pri tretiranju 
avtolizinskih mutant Streptococcus pneumoniae celice še naprej rastejo, če jih tretiramo s 
koncentracijo penicilina, ki pri divjem tipu sproži avtolizo. Če mutante tretiramo z MIK in 
v gojišče naknadno dodamo avtolizine, začnejo celice lizirati (Tomasz in Waks, 1975).  
 
Avtolizini bi lahko bili vključeni tudi pri delovanju prodigiozina. V nadaljevanju poskusov 
odkrivanja mehanizma delovanja prodigiozina na Bacillus bi lahko naredili različne 
avtolizinske mutante, npr. lytABC in lytABCDEF (Lacriola in sod., 2013). LytC in LytD sta 
namreč glavna avtolizina med rastjo celic. Skupaj sta odgovorna za približno 95 % 
avtolitično aktivnost (Smith in sod., 2000). Te bi nato lahko tretirali s prodigiozinom, 
spremljali njihovo rast in tako določili vpliv litičnih encimov na hitrost avtolize. Tovrstne 
raziskave so v nadaljevanju opravili Danevčič in sod., (2016) in dokazali, da je prodigiozin 
pomemben induktor avtolize pri B. subtilis. 
 
Želeli smo preveriti tudi kako antibiotiki z različnim mehanizmom delovanja vplivajo na 
rast B. subtilis PS-216. Pri poskusih bakterijskih celic nismo tretirali z MIK izbranih 
antibiotikov in detergentov. Uporabljene koncentracije antibiotikov in detergentov smo 
določili s pomočjo znanih podatkov iz literature. Ker pa je vpliv antibiotikov in 
detergentov na rast celic odvisen od koncentracije (Best in Durham, 1964; Tsuchido in 
sod., 1990), ni možen zanesljiv sklep na podobnosti delovanja med prodigiozinom in 
izbranimi protimikrobnimi sredstvi.  
 
Kloramfenikol, eritromicin, kanamicin in rifampicin niso poznani kot sredstva, ki 
povzročijo lizo celic (Iwai in sod., 1977; Bandow in sod., 2002; Lin in sod., 2005; Chung 
in sod., 2009). Enako je bilo tudi v naših eksperimentih, kjer so imeli na B. subtilis PS-216 
bakteriostatičen učinek. Ampicilin in vankomicin sta tipična antibiotika, ki povzročita lizo 
celic (Best in Durham, 1964; Pankey in Sabath, 2004; Salzberg in Helmann, 2007). To smo 
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dokazali tudi v naših eksperimentih, kjer sta tako ampicilin in vankomicin povzročila lizo 
B. subtilis PS-216. Pri tretiranju celic z antibiotikoma mitomicin C in fleomicin, ki delujeta 
na sintezo DNK, nismo pričakovali, da bo prišlo do lize celic. Do lize bi lahko prišlo zaradi 
prisotnosti zapisa za profage v genomu B. subtilis PS-216. Profage lahko induciramo z 
različnimi kemijskimi in fizikalnimi sredstvi (Weinbauerl in Suttle, 1999), tudi z 
antibiotiki. B. subtilis nosi v genomu zapis za dva profaga SPβ in PBSX, ki se ju lahko 
inducira z mitomicin C, kar povzroči lizo celic. Če ima sev delecijo v PBSX, ni več 
občutljiv na mitomicin C in raste naprej (Foster, 1999). Mitomicin C lahko tudi v genomu 
Vibrio ruber DSM14379 inducira profage. Pride do lize celic, ob tem se sproščajo 
morfološko različni bakteriofagom podobni delci (Gnezda-Meijer in sod., 2006). Glede na 
podobnost krivulje odmiranja po tretiranju z mitomicinom C in fleomicinom, bi tudi 
fleomicin lahko induciral profage v genomu B. subtilis PS-216 in tako povzročil lizo celic. 
Za dokaz bi bilo potrebno vzorce pregledati z elektronsko mikroskopijo. 
 
Za detergente je znano, da poškodujejo celično membrano kar posledično vodi do lize 
celic. To velja tudi za SDS, CTAB in Triton X-100, ki so pogosta izbira za razbijanje celic 
pri izolaciji genomske DNK iz bakterijskih celic (Shahriar in sod., 2011). Tudi v naših 
eksperimentih smo pokazali, da vsi trije testirani detergenti lizirajo celice B. subtilis PS-
216. S spremljanjem OD650 smo dokazali, da prodigiozin deluje na enak način kot sredstva, 
za katera je dokazano, da povzročijo lizo celic. Zelo verjetno so v mehanizem litičnega 
protimikrobnega delovanja vpleteni avtolizini.  
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6 SKLEPI  
Na osnovi pridobljenih rezultatov lahko sklepamo: 
 
- Vsi testirani sevi Bacillus so občutljivi na dodatek prodigiozina. MIK vrednosti so 
bile različne in so znašale od 2,82 ± 1,81 mg/L pri Bacillus sp. 5A do 7,83 ± 2,86 
mg/L pri B. subtilis NCIB 3610. 
 
- Pri znižani temperaturi in pri povišani slanosti se je občutljivost bakterij na 
prodigiozin povečala.  
 
- Prodigiozin povzroči lizo bakterij Bacillus sp. 
 
- Iz rezultatov naloge izhaja, da prodigiozin najverjetneje inducira avtolizine, ki 
povzročijo hitro lizo bakterijske populacije.  
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7 POVZETEK  
Prodigiozin je rdeči pigment, ki sodi v skupino prodigininov. Producirajo jih tako po 
Gramu pozitivne kot po Gramu negativne bakterije (Moss, 2002; Williamson in sod., 
2006). Zanimiv je zaradi svojega širokega spektra delovanja. Deluje protimikrobno, 
protiglivno, algicidno in proti praživalim. Pozneje so odkrili, da ima prodigiozin velik 
potencial tudi kot protirakasta in imunosupresivna molekula (Pérez-Tomás in sod., 2003; 
Zhang in sod., 2005; Stankovic in sod., 2014).  
Med drugim so na prodigiozin občutljive tudi bakterije Bacillus sp., vendar je mehanizem 
delovanja prodigiozina še zelo slabo poznano (Lee in sod., 2011; Stankovic in sod., 2012; 
Priya in sod., 2013; Sumathi in sod., 2014). V magistrskem delu smo zato pri različnih 
sevih Bacillus sp. želeli določiti celične komponente oziroma tarčna mesta, na katera 
deluje prodigiozin in s tem povzroči celično smrt. 
 
V magistrskem delu smo različnim sevom Bacillus sp. z dilucijsko metodo v mikrotitrskih 
ploščah določili MIK. Preverili smo, kako se na dodatek prodigiozina v gojišče odzivajo 
bakterije, ki so podvržene temperaturnemu stresu in povišani slanosti v gojišču. 
Protibakterijsko aktivnost smo določali z merjenjem OD650 bakterijskih kultur v tekočem 
gojišču LB, kjer smo kulturam v različnih fazah rasti dodali ustrezno koncentracijo 
prodigiozina. Na takšen način smo protibakterijsko učinkovitost prodigiozina določali tudi 
mrtvim celicam. Hkrati smo število celic spremljali tudi z uporabo mikroskopije z 
diferencialnim interferenčnim kontrastom. Da bi dodatno preverili, ali prodigiozin na 
Bacillus sp. deluje bakteriolitično ali bakteriostatično, smo B. subtilis PS-216 tretirali tudi 
z različnimi bakterolitičnimi in bakteriostatskimi sredstvi. Z merjenjem aktivnosi β – 
galaktozidaze v izrabljenem gojišču smo dokazali propustnost celične membrane, ki lahko 
vodi tudi do avtolize. 
 
Ugotovili smo, da so vsi testirani sevi Bacillus občutljivi na dodatek prodigiozina. MIK 
vrednosti so bile različne in so znašale od 2,82 ± 1,81 mg/L pri Bacillus sp. 5A do 7,83 ± 
2,86 mg/L pri B. subtilis NCIB 3610. V stresnih pogojih se je občutljivost bakterij na 
prodigiozin še povečala. To se je najbolj izrazito pokazalo pri povišani slanosti (10 % 
NaCl) v gojišču LB. In pri znižani temperaturi. Z opazovanjem celic pod mikroskopom in 
z gojenjem bakterijskih kultur ter spremljanjem OD650 smo ugotovili, da prodigiozin 
povzroči avtolizo celic. Njegovo delovanje je odvisno od faze rasti bakterij. V eksponentni 
fazi rasti povzroči lizo bakterij Bacillus sp., v stacionarni fazi je liza celic manjša. Na 
podlagi podobnosti rastnih krivulj med izbranimi bakteriolitičnimi sredstvi in 
prodigiozinom smo sklepali tudi na podoben mehanizem delovanja. Hkrati z lizo celic smo 
pokazali, da delovanje prodigiozina povzroči večjo prepustnost celične membrane. Iz 
dobljenih rezultatov sklepamo, da prodigiozin najverjetneje inducira avtolizine, ki 
povzročijo hitro lizo bakterijske populacije. 
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PRILOGA A 
Določanje števila kolonijskih enot (CFU/mL) pri vrednosti 0,5 McFarland (OD650 
med 0,08 in 0,13) za različne seve Bacillus sp. 
 
Najprej smo določili koncentracijo celic vseh sevov Bacillus, da smo preverili, če se pri 
prekonočnih kulturah, redčenih na vrednost 0,5 McFarland, gibljemo v istem 
koncentracijskem območju. Prekonočno kulturo smo najprej redčili s svežim gojiščem LB 
na 0.5 McFarland in nato s sterilno fiziološko raztopino (0,9 % NaCl) naredili 10-kratno 
redčitveno vrsto (do 10-7). 100 µL ustrezne redčitve smo nanesli na trdno gojišče LB v 
dveh ponovitvah. Plošče smo inkubirali pri temperaturi 37 °C 20 ur. Nato smo prešteli 
število kolonij in izračunali CFU/mL.  
Rezultati so pokazali, da se pri vseh sevih gibljejo vrednosti od 6,55∙106 do 2,08∙107 
CFU/mL, le pri sevu B. megaterium MS 941 so vrednosti nekoliko manjše in se gibljejo 
okoli 1,27∙106 CFU/mL. Povprečne vrednosti in standardni odkloni so izračunani iz treh 
neodvisnih gojenj bakterij. 
 
 
Sev Povprečje in st. odklon CFU/mL 
B. amyloliquefaciens FZB 42 1,2∙107 ± 3,3∙106 
B. megaterium MS 941 1,3∙106 ± 6,7∙105 
B. licheniformis ATCC 9445A 1,7∙107 ± 4,4∙106 
B. subtilis RO-FF-1 1,5∙107 ± 1,5∙106 
B. subtilis NCIB 3610 2,1∙107 ± 1,8∙106 
B.subtilis PS-216 8,9∙106 ± 2,1∙106 
B. subtilis ATCC 6051 2,0∙107 ± 7,1∙106 
Bacillus sp. 5A 6,6∙106 ± 1,4∙106 
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PRILOGA B 
 
Minimalne inhibitorne koncentracije prodigiozina na seve Bacillus sp. v optimalnih 
pogojih. 
 
Povprečne vrednosti in standardni odkloni so izračunani iz treh neodvisnih gojenj bakterije 
in znotraj enega gojenja štiri ponovitve. 
 
 
Sev Povprečje in st. odklon MIK (mg/L) 
B. amyloliquefaciens FZB 42 6,1 ± 1,2 
B. megaterium MS 941 3,1 ± 1,8 
B. licheniformis ATCC 9445A 6,9 ± 2,2 
B. subtilis RO-FF-1 5,9 ± 0,0 
B. subtilis NCIB 3610 7,8 ± 2,9 
B. subtilis PS- 216 5,9 ± 0,0 
B. subtilis PS-216 srfA-lacZ (neo) 2,9 ± 0,0 
B. subtilis ATCC 6051 7,8 ± 2,9 
Bacillus sp. 5A 2,8 ± 1,8 
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PRILOGA C 
 
Vpliv različnih temperatur na minimalno inhibitorno koncentracijo prodigiozina pri 
sevih B. subtilis PS-216 in B. subtilis ATCC 6051. 
 
Mikrotitrske plošče smo inkubirali pri temperaturah 23 °C, 37 °C in 43 °C 20 ur. v temi 
Povprečne vrednosti in standardni odkloni so izračunani iz treh neodvisnih gojenj bakterije 
in znotraj enega gojenja smo naredili štiri ponovitve. 
 
 
 
 
 
Sev 
23 °C 37 °C 43 °C 
Povprečje in st. 
odklon MIK 
(mg/L) 
Povprečje in st. 
odklon MIC 
(mg/L) 
Povprečje in st. 
odklon MIC 
(mg/L) 
B. subtilis PS- 216 2,9 ± 0,0 5,9 ± 0,0 8,8 ± 3,0 
B. subtilis ATCC 6051 2,9 ± 0,0 7,8 ± 2,9 6,9 ± 2,3 
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PRILOGA D 
 
Vpliv različne koncentracije NaCl na minimalno inhibitorno koncentracijo 
prodigiozina pri sevih B. subtilis PS-216 in B. subtilis ATCC 6051. 
 
Izbrana bakterijska seva smo gojili v mikrotitrskih ploščah v gojišču LB z 1, 3 in 10 % 
(w/V) NaCl 20 ur. Povprečne vrednosti in standardni odkloni so izračunani iz treh 
neodvisnih gojenj bakterije in znotraj enega gojenja smo naredili štiri ponovitve. 
 
 
 
 
 
Sev 
1 % NaCl 3 % NaCl 10 % Na Cl 
Povprečje in st. 
odklon MIK 
(mg/L) 
Povprečje in st. 
odklon MIK 
(mg/L) 
Povprečje in st. 
odklon MIK 
(mg/L) 
B. subtilis PS- 216 5,9 ± 0,0 2,9 ± 0,9 0,6 ± 0,0 
B. subtilis ATCC 6051 7,8 ± 2,9 1,6 ± 0,8 0,60± 0,0 
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PRILOGA E 
 
Spremljanje rasti B. subtilis PS-216 v gojišču LB po tretiranju s prodigiozinom v 
različnih fazah rasti. 
 
Povprečne vrednosti in standardni odkloni so izračunani iz treh neodvisnih gojenj 
bakterije. 
 
Tretiranje v zgodnji logaritemski fazi rasti: 
 
Čas (min) 
Prodigiozin Etanol 
Povprečje in st. odklon OD650 Povprečje in st. odklon OD650 
0 0,05 ± 0,00 0,06 ± 0,01 
60 0,06 ± 0,01 0,07 ± 0,02 
90 0,07 ± 0,01 0,08 ± 0,01 
120 0,12 ± 0,01 0,13 ± 0,01 
150 0,23 ± 0,01 0,25 ± 0,02 
*180 0,45 ± 0,02 0,47 ± 0,07 
210 0,45 ± 0,02 0,86 ± 0,05 
250 0,39 ± 0,01 1,14 ± 0,04 
280 0,32 ± 0,03 1,27 ± 0,02 
310 0,26 ± 0,02 1,44 ± 0,03 
340 0,17 ± 0,02 1,58 ± 0,02 
370 0,12 ± 0,01 1,67 ± 0,02 
400 0,10 ± 0,01 1,72 ± 0,01 
430 0,09 ± 0,02 1,76 ± 0,01 
460 0,08 ± 0,02 1,81 ± 0,02 
490 0,09 ± 0,02 1,83 ± 0,01 
520 0,09 ± 0,02 1,83 ± 0,02 
550 0,10 ± 0,01 1,85 ± 0,02 
* Dodatek protimikrobnega sredstva 
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Tretiranje v pozni logaritemski fazi rasti: 
 
Čas (min) 
Prodigiozin Etanol 
Povprečje in st. odklon OD650 Povprečje in st. odklon OD650 
0 0,06 ± 0,01 0,06 ± 0,01 
60 0,06 ± 0,02 0,06 ± 0,01 
90 0,06 ± 0,02 0,06 ± 0,01 
120 0,08 ± 0,01 0,08 ± 0,01 
150 0,12 ± 0,03 0,13 ± 0,01 
180 0,25 ± 0,02 0,25 ± 0,03 
210 0,53 ± 0,04 0,54 ± 0,04 
240 0,93 ± 0,08 0,94 ± 0,04 
*270 1,13 ± 0,06 1,15 ± 0,01 
300 1,01 ± 0,05 1,16 ± 0,01 
330 0,98 ± 0,02 1,20 ± 0,01 
360 0,96 ± 0,01 1,27 ± 0,02 
390 0,93 ± 0,03 1,31 ± 0,03 
420 0,92 ± 0,04 1,33 ± 0,05 
450 0,89 ± 0,02 1,39 ± 0,09 
480 0,86 ± 0,05 1,45 ± 0,10 
510 0,81 ± 0,04 1,50 ± 0,12 
540 0,76 ± 0,05 1,56 ± 0,12 
570 0,71 ± 0,05 1,64 ± 0,11 
600 0,61 ± 0,08 1,69 ± 0,12 
630 0,52 ± 0,11 1,73 ± 0,10 
660 0,43 ± 0,13 1,77 ± 0,06 
690 0,30 ± 0,11 1,79 ± 0,06 
720 0,201 ± 0,07 1,80 ± 0,05 
* Dodatek protimikrobnega sredstva 
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Tretiranje v stacionarni fazi rasti:  
 
Čas (min) 
Prodigiozin Etanol 
Povprečje in st. odklon OD650 Povprečje in st. odklon OD650 
0 0,06 ± 0,01 0,06 ± 0,01 
60 0,06 ± 0,01 0,06 ± 0,01 
90 0,06 ± 0,01 0,06 ± 0,01 
120 0,08 ± 0,01 0,08 ± 0,02 
150 0,12 ± 0,02 0,13 ± 0,02 
180 0,23 ± 0,02 0,24 ± 0,04 
210 0,51 ± 0,05 0,52 ± 0,05 
240 0,91 ± 0,05 0,93 ± 0,05 
270 1,15 ± 0,01 1,20 ± 0,02 
300 1,20 ± 0,02 1,24 ± 0,02 
330 1,23 ± 0,04 1,25 ± 0,02 
360 1,27 ± 0,04 1,29 ± 0,01 
390 1,28 ± 0,04 1,33 ± 0,01 
*420 1,30 ± 0,03 1,33 ± 0,02 
450 1,28 ± 0,04 1,41 ± 0,04 
480 1,27 ± 0,05 1,47 ± 0,01 
510 1,26 ± 0,04 1,57 ± 0,01 
540 1,24 ± 0,04 1,65 ± 0,02 
570 1,24 ± 0,05 1,71 ± 0,01 
600 1,22 ± 0,07 1,77 ± 0,01 
630 1,21 ± 0,07 1,80 ± 0,01 
660 1,20 ± 0,08 1,82 ± 0,01 
690 1,20 ± 0,10 1,84 ± 0,01 
720 1,21 ± 0,13 1,84 ± 0,02 
* Dodatek protimikrobnega sredstva 
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PRILOGA F 
 
Spremljanje vpliva prodigiozina, etanola, SDS in vode na spremembo OD650 mrtvih 
celic B. subtilis PS-216 v gojišču LB. 
 
V zgodnji eksponentni fazi (OD650  okoli 0,5) smo celice avtoklavirali (20 minut, 121 °C in 
tlak 1.3 bar) in jih šele nato tretirali s protimikrobnimi sredstvi. Optično gostoto smo merili 
pri 650 nm. Povprečne vrednosti in standardni odkloni so izračunani iz treh neodvisnih 
gojenj bakterije. 
 
 
Čas (min) 
Prodigiozin Etanol SDS Voda 
Povprečje in st. 
odklon OD650 
Povprečje in st. 
odklon OD650 
Povprečje in st. 
odklon OD650 
Povprečje in st. 
odklon OD650 
0 0,05 ± 0,02 0,04 ± 0,01 0,03 ± 0,01 0,05 ± 0,01 
60 0,05 ± 0,02 0,05 ± 0,01 0,04 ± 0,00 0,05 ± 0,01 
90 0,05 ± 0,02 0,05 ± 0,00 0,04 ± 0,01 0,05 ± 0,01 
120 0,07 ± 0,02 0,07 ± 0,00 0,06 ± 0,01 0,07 ± 0,02 
150 0,13 ± 0,04 0,12 ± 0,02 0,12 ± 0,03 0,12 ± 0,02 
180 0,21 ± 0,06 0,22 ± 0,05 0,20 ± 0,05 0,20 ± 0,03 
*210 0,43 ± 0,12 0,47 ± 0,11 0,44 ± 0,12 0,43 ± 0,06 
**300 0,27 ± 0,08 0,30 ± 0,07 0,29 ± 0,10 0,26 ± 0,04 
315 0,29 ± 0,08 0,30 ± 0,07 0,30 ± 0,09 0,27 ± 0,05 
345 0,30 ± 0,09 0,31 ± 0,08 0,32 ± 0,09 0,28 ± 0,06 
375 0,30 ± 0,09 0,31 ± 0,07 0,32 ± 0,10 0,28 ± 0,05 
405 0,30 ± 0,09 0,31 ± 0,08 0,32 ± 0,10 0,28 ± 0,05 
435 0,30 ± 0,08 0,31 ± 0,08 0,32 ± 0,09 0,28 ± 0,05 
465 0,29 ± 0,09 0,31 ± 0,09 0,32 ± 0,010 0,28 ± 0,04 
495 0,30 ± 0,09 0,30 ± 0,08 0,32 ± 0,09 0,28 ± 0,05 
525 0,30 ± 0,09 0,31 ± 0,08 0,33 ± 0,09 0,28 ± 0,05 
555 0,30 ± 0,09 0,31 ± 0,08 0,32 ± 0,09 0,28 ± 0,05 
585 0,30 ± 0,09 0,30 ± 0,07 0,32 ± 0,09 0,28 ± 0,05 
*Avtoklaviranje 
** Dodatek protimikrobnega sredstva 
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PRILOGA G  
 
Aktivnost β - galaktozidaze v izrabljenem gojišču CM. 
 
Vzorec B. subtilis PS-216 srfA-lacZ (neo) smo tretirali s prodigiozinom (končna 
koncentracija je bila 2,9 mg/L), SDS (končna koncentracija je bila 0,01 %), 96 % (V/V) 
etanolom (končna koncentracija etanola je znašala 0,01 % (V/V)) ali sterilno destilirano 
vodo. Vzorcem smo na 30 sekund merili A420, kjer smo spremljali nastanek orto-
nitrofenola. Povprečne vrednosti in standardni odkloni so izračunani iz šestih neodvisnih 
gojenj bakterije. 
 
 
Čas (h) 
Dodatek 
prodigiozina Dodatek SDS 
 
Dodatek etanola Dodatek vode 
Povprečje in st. 
odklon aktivnosti 
β- gal. (Miller 
enote) 
Povprečje in st. 
odklon aktivnosti 
β- gal. (Miller 
enote) 
Povprečje in st. 
odklon aktivnosti 
β- gal. (Miller 
enote) 
Povprečje in st. 
odklon aktivnosti 
β- gal. (Miller 
enote) 
0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 
1 599,3 ± 81,5 113,7 ± 27,7 143,4 ± 124,0 0,0 ± 0,0 
3 469,8 ± 107,1 0,0 ± 0,0 116,5 ± 35,6 359,5 ± 145,0 
5 266,5 ± 77,3 0,0 ± 0,0 415,0 ± 105,9 736,8 ± 126,8 
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PRILOGA H 
 
Testiranje aktivnosti in stabilnosti β- galaktozidaze v izrabljenem gojišču ob dodatku 
2,9 mg/L prodigiozina in 0,01 % (w/V) SDS. 
 
Vzorcem smo na 30 sekund merili A420, kjer smo spremljali nastanek orto-nitrofenola. Pri 
negativni kontroli nismo dodali ničesar. Povprečne vrednosti in standardni odkloni so 
izračunani iz treh neodvisnih gojenj bakterije. 
 
 
Čas (h) 
Dodatek prodigiozina Dodatek SDS Kontrola 
Povprečje in st. odklon 
aktivnosti β- gal. (Miller 
enote) 
Povprečje in st. odklon 
aktivnosti β- gal. (Miller 
enote) 
Povprečje in st. odklon 
aktivnosti β- gal. (Miller 
enote) 
0 419,6 ± 39,4 402,3 ± 39,1 430,2 ± 34,5 
1 344,3 ± 40,5 86,5 ± 19,2 367,9 ± 42,9 
3 179,5 ± 20,8 0,0 ± 0,0 194,1 ± 26,7 
5 101,1 ± 17,5 0,0 ± 0,0 119,8 ± 17,7 
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PRILOGA I 
 
Spremljanje rasti B. subtilis PS-216 v gojišču LB pri temperaturi 37 °C po tretiranju 
z antibiotiki, ki delujejo na sintezo proteinov. 
 
Za negativno kontrolo smo dodali enak volumen topila, v katerem je bilo raztopljeno 
protimikrobno sredstvo. Optično gostoto smo merili pri 650 nm. Povprečne vrednosti in 
standardni odkloni so izračunani iz treh neodvisnih gojenj bakterije. 
 
Čas (min) 
Kanamicin Voda 
Povprečje in st. odklon OD650 Povprečje in st. odklon OD650 
0 0,05 ± 0,01 0,06 ± 0,01 
60 0,07 ± 0,01 0,07 ± 0,01 
90 0,11 ± 0,02 0,10 ± 0,01 
120 0,17 ± 0,01 0,18 ± 0,02 
150 0,33 ± 0,02 0,34 ± 0,05 
*170 0,50 ± 0,02 0,51 ± 0,07 
200 0,62 ± 0,05 0,79 ± 0,05 
230 0,69 ± 0,08 1,02 ± 0,02 
260 0,71 ± 0,09 1,02 ± 0,03 
290 0,76 ± 0,08 0,93 ± 0,05 
320 0,78 ± 0,08 0,95 ± 0,05 
350 0,77 ± 0,06 1,11 ± 0,08 
380 0,78 ± 0,07 1,19 ± 0,09 
410 0,79 ± 0,07 1,29 ± 0,07 
440 0,80 ± 0,06 1,37 ± 0,07 
470 0,76 ± 0,06 1,42 ± 0,06 
 
 
Čas (min) 
Eritromicin Etanol 
Povprečje in st. odklon OD650 Povprečje in st. odklon OD650 
0 0,06 ± 0,01 0,04 ± 0,00 
60 0,07 ± 0,01 0,04 ± 0,01 
90 0,11 ± 0,01 0,06 ± 0,01 
120 0,18 ± 0,02 0,10 ± 0,01 
150 0,35 ± 0,02 0,18 ± 0,02 
*170 0,51 ± 0,01 0,26 ± 0,02 
200 0,63 ± 0,02 0,33 ± 0,06 
230 0,70 ± 0,03 0,37 ± 0,06 
260 0,73 ± 0,05 0,39 ± 0,02 
290 0,79 ± 0,06 0,42 ± 0,04 
320 0,82 ± 0,07 0,45 ± 0,10 
350 0,84 ± 0,05 0,45 ± 0,11 
380 0,84 ± 0,05 0,45 ± 0,11 
410 0,84 ± 0,05 0,45 ± 0,09 
440 0,84 ± 0,04 0,44 ± 0,07 
470 0,81 ± 0,04 0,42 ± 0,08 
* Dodatek protimikrobnega sredstva 
Tabor M. Mehanizem delovanja prodigiozina na bakterije rodu Bacillus.  
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
 
Čas (min) 
Kloramfenikol Voda 
Povprečje in st. odklon OD650 Povprečje in st. odklon OD650 
0 0,05 ± 0,02 0,04 ± 0,01 
60 0,06 ± 0,01 0,05 ± 0,01 
90 0,09 ± 0,01 0,08 ± 0,01 
120 0,17 ± 0,01 0,15 ± 0,01 
150 0,34 ± 0,03 0,30 ± 0,02 
*170 0,52 ± 0,03 0,47 ± 0,04 
210 0,70 ± 0,06 0,90 ± 0,08 
240 0,76 ± 0,06 1,10 ± 0,02 
270 0,83 ± 0,07 1,16 ± 0,05 
300 0,86 ± 0,06 1,21 ± 0,03 
330 0,88 ± 0,05 1,28 ± 0,05 
360 0,90 ± 0,02 1,35 ± 0,08 
390 0,90 ± 0,02 1,41 ± 0,09 
420 0,90 ± 0,02 1,47 ± 0,09 
450 0,90 ± 0,03 1,53 ± 0,09 
480 0,89 ± 0,04 1,58 ± 0,08 
* Dodatek protimikrobnega sredstva 
 
Tabor M. Mehanizem delovanja prodigiozina na bakterije rodu Bacillus.  
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
PRILOGA J 
 
Spremljanje rasti B. subtilis PS-216 v gojišču LB pri temperaturi 37 °C po tretiranju 
z antibiotiki, ki delujejo na sintezo DNA. 
 
Za negativno kontrolo smo dodali enak volumen topila, v katerem je bilo raztopljeno 
protimikrobno sredstvo. Optično gostoto smo merili pri 650 nm. Povprečne vrednosti in 
standardni odkloni so izračunani iz treh neodvisnih gojenj bakterij. 
 
Čas (min) 
Rifampicin DMSO 
Povprečje in st. odklon OD650 Povprečje in st. odklon OD650 
0 0,04 ± 0,02 0,05 ± 0,00 
60 0,05 ± 0,02 0,05 ± 0,00 
90 0,06 ± 0,02 0,06 ± 0,00 
120 0,08 ± 0,02 0,09 ± 0,01 
150 0,15 ± 0,02 0,14 ± 0,00 
180 0,29 ± 0,03 0,29 ± 0,02 
*210 0,57 ± 0,01 0,56 ± 0,02 
245 0,49 ± 0,03 0,88 ± 0,04 
275 0,48 ± 0,01 0,97 ± 0,04 
305 0,49 ± 0,02 1,04 ± 0,04 
335 0,52 ± 0,02 1,18 ± 0,03 
365 0,52 ± 0,02 1,32 ± 0,02 
395 0,52 ± 0,02 1,42 ± 0,02 
425 0,53 ± 0,01 1,49 ± 0,02 
455 0,53 ± 0,01 1,56 ± 0,02 
485 0,52 ± 0,01 1,60 ± 0,02 
515 0,51 ± 0,01 1,62 ± 0,03 
 
 
Čas (min) 
Mitomicin C Voda 
Povprečje in st. odklon OD650 Povprečje in st. odklon OD650 
0 0,03 ± 0,000 0,05 ± 0,01 
60 0,04 ± 0,01 0,05 ± 0,01 
90 0,05 ± 0,01 0,07 ± 0,01 
120 0,08 ± 0,01 0,11 ± 0,02 
150 0,14 ± 0,02 0,21 ± 0,04 
180 0,27 ± 0,03 0,43 ± 0,08 
*210 0,53 ± 0,06 0,83 ± 0,08 
245 0,59 ± 0,03 1,05 ± 0,02 
275 0,70 ± 0,09 0,97 ± 0,030 
305 0,75 ± 0,10 0,98 ± 0,09 
335 0,43 ± 0,10 1,07 ± 0,09 
365 0,17 ± 0,04 1,15 ± 0,11 
395 0,11 ± 0,02 1,25 ± 0,10 
425 0,09 ± 0,01 1,32 ± 0,12 
455 0,07 ± 0,00 1,35 ± 0,13 
485 0,07 ± 0,07 1,41 ± 0,12 
515 0,07 ± 0,07 1,45 ± 0,11 
* Dodatek protimikrobnega sredstva 
Tabor M. Mehanizem delovanja prodigiozina na bakterije rodu Bacillus.  
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
Čas (min) 
Fleomicin Voda 
Povprečje in st. odklon OD650 Povprečje in st. odklon OD650 
0 0,05 ± 0,01 0,05 ± 0,01 
60 0,05 ± 0,01 0,05 ± 0,00 
90 0,07 ± 0,01 0,06 ± 0,01 
120 0,13 ± 0,01 0,13 ± 0,01 
150 0,24 ± 0,01 0,23 ± 0,01 
*180 0,48 ± 0,01 0,45 ± 0,02 
220 0,62 ± 0,02 0,73 ± 0,02 
250 0,82 ± 0,08 1,02 ± 0,02 
280 0,67 ± 0,07 1,09 ± 0,06 
310 0,44 ± 0,06 1,16 ± 0,10 
340 0,32 ± 0,02 1,28 ± 0,10 
370 0,28 ± 0,02 1,40 ± 0,10 
400 0,26 ± 0,02 1,45 ± 0,10 
430 0,23 ± 0,02 1,55 ± 0,07 
460 0,22 ± 0,01 1,61 ± 0,08 
490 0,21 ± 0,01 1,67 ± 0,06 
* Dodatek protimikrobnega sredstva 
 
 
Tabor M. Mehanizem delovanja prodigiozina na bakterije rodu Bacillus.  
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
PRILOGA K 
 
Spremljanje rasti B. subtilis PS-216 v gojišču LB pri temperaturi 37 °C po tretiranju 
z antibiotiki, ki delujejo na sintezo celične stene. 
 
Za negativno kontrolo smo dodali enak volumen topila, v katerem je bilo raztopljeno 
protimikrobno sredstvo. Optično gostoto smo merili pri 650 nm. Povprečne vrednosti in 
standardni odkloni so izračunani iz treh neodvisnih gojenj bakterij. 
 
Čas (min) 
Ampicilin Voda 
Povprečje in st. odklon OD650 Povprečje in st. odklon OD650 
0 0,05 ± 0,01 0,06 ± 0,01 
60 0,06 ± 0,01 0,07 ± 0,01 
90 0,10 ± 0,01 0,10 ± 0,01 
120 0,19 ± 0,02 0,19 ± 0,01 
150 0,37 ± 0,05 0,34 ± 0,05 
*165 0,47 ± 0,07 0,47 ± 0,05 
200 0,57 ± 0,08 0,74 ± 0,10 
230 0,22 ± 0,05 0,97 ± 0,05 
260 0,09 ± 0,03 1,09 ± 0,04 
290 0,08 ± 0,03 1,15 ± 0,08 
320 0,07 ± 0,03 1,27 ± 0,08 
350 0,09 ± 0,05 1,38 ± 0,06 
380 0,13 ± 0,10 1,45 ± 0,05 
410 0,20 ± 0,15 1,51 ± 0,05 
440 0,26 ± 0,19 1,54 ± 0,04 
470 0,34 ± 0,24 1,60 ± 0,02 
 
 
Čas (min) 
Vankomicin Voda 
Povprečje in st. odklon OD650 Povprečje in st. odklon OD650 
0 0,03 ± 0,01 0,03 ± 0,01 
60 0,05 ± 0,01 0,03 ± 0,01 
90 0,05 ± 0,00 0,04 ± 0,01 
120 0,08 ± 0,00 0,06 ± 0,01 
150 0,13 ± 0,01 0,11 ± 0,02 
180 0,26 ± 0,05 0,23 ± 0,03 
*210 0,48 ± 0,06 0,45 ± 0,07 
240 0,61 ± 0,07 0,73 ± 0,09 
270 0,42 ± 0,05 0,91 ± 0,03 
300 0,29 ± 0,04 0,91 ± 0,06 
330 0,20 ± 0,04 0,92 ± 0,03 
360 0,13 ± 0,03 1,02 ± 0,02 
390 0,08 ± 0,02 1,12 ± 0,03 
420 0,06 ± 0,01 1,20 ± 0,01 
450 0,04 ± 0,01 1,24 ± 0,02 
480 0,05 ± 0,01 1,33 ± 0,02 
510 0,05 ± 0,01 1,38 ± 0,02 
* Dodatek protimikrobnega sredstva 
 
Tabor M. Mehanizem delovanja prodigiozina na bakterije rodu Bacillus.  
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
PRILOGA L 
 
Spremljanje rasti B. subtilis PS-216 v gojišču LB pri temperaturi 37 °C po tretiranju 
z detergenti. 
 
Za negativno kontrolo smo dodali enak volumen topila, v katerem je bilo raztopljeno 
protimikrobno sredstvo. Optično gostoto smo merili pri 650 nm. Povprečne vrednosti in 
standardni odkloni so izračunani iz treh neodvisnih gojenj bakterij. 
 
Čas (min) 
Triton X-100 Voda 
Povprečje in st. odklon OD650 Povprečje in st. odklon OD650 
0 0,06 ± 0,01 0,05 ± 0,01 
60 0,06 ± 0,01 0,06 ± 0,01 
90 0,07 ± 0,01 0,08 ± 0,01 
120 0,13 ± 0,01 0,15 ± 0,01 
150 0,24 ± 0,01 0,25 ± 0,02 
*180 0,47 ± 0,02 0,49 ± 0,01 
220 0,29 ± 0,04 0,82 ± 0,01 
250 0,04 ± 0,02 1,06 ± 0,02 
280 0,04 ± 0,02 1,17 ± 0,05 
310 0,04 ± 0,01 1,21 ± 0,07 
340 0,02 ± 0,02 1,30 ± 0,12 
370 0,03 ± 0,01 1,38 ± 0,13 
400 0,02 ± 0,01 1,46 ± 0,14 
430 0,02 ± 0,01 1,54 ± 0,13 
460 0,02 ± 0,01 1,60 ± 0,12 
490 0,02 ± 0,01 1,67 ± 0,09 
 
 
Čas (min) 
SDS Voda 
Povprečje in st. odklon OD650 Povprečje in st. odklon OD650 
0 0,07 ± 0,01 0,06 ±0,01 
60 0,08 ± 0,01 0,06 ±0,01 
90 0,08 ± 0,03 0,08 ±0,02 
120 0,11 ± 0,02 0,11 ±0,02 
150 0,21 ± 0,02 0,20 ± 0,03 
180 0,41 ± 0,02 0,41 ± 0,06 
*195 0,53 ± 0,04 0,52 ± 0,06 
240 0,48 ± 0,01 0,97 ± 0,04 
270 0,36 ± 0,02 1,14 ± 0,05 
300 0,29 ± 0,03 1,33 ± 0,06 
330 0,22 ± 0,02 1,46 ± 0,07 
360 0,19 ± 0,03 1,53 ± 0,10 
390 0,14 ± 0,03 1,61 ± 0,11 
420 0,11 ± 0,02 1,66 ± 0,11 
450 0,10 ± 0,03 1,67 ± 0,11 
480 0,08 ± 0,02 1,71 ± 0,10 
510 0,08 ± 0,02 1,72 ± 0,07 
* Dodatek protimikrobnega sredstva 
 
Tabor M. Mehanizem delovanja prodigiozina na bakterije rodu Bacillus.  
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017 
Čas (min) 
CTAB 
Čas (min) 
Etanol 
Povprečje in st. odklon OD650 Povprečje in st. odklon OD650 
0 0,04 ± 0,01 0 0,06 ± 0,01 
60 0,04 ± 0,00 60 0,06 ± 0,02 
90 0,05 ± 0,01 90 0,07 ± 0,02 
120 0,11 ± 0,01 120 0,12 ± 0,01 
150 0,23 ± 0,02 150 0,19 ± 0,01 
*175 0,44 ± 0,04 180 0,40 ± 0,01 
210 0,63 ± 0,02 *195 0,54 ± 0,02 
240 0,60 ± 0,02 240 0,99 ± 0,01 
270 0,59 ± 0,02 270 1,19 ± 0,03 
300 0,50 ± 0,02 300 1,31 ± 0,02 
330 0,39 ± 0,03 330 1,48 ± 0,04 
360 0,27 ± 0,04 360 1,58 ± 0,03 
390 0,23 ± 0,04 390 1,66 ± 0,01 
420 0,17 ± 0,04 420 1,71 ± 0,01 
450 0,15 ± 0,04 450 1,74 ± 0,01 
480 0,13 ± 0,04 480 1,76 ± 0,02 
* Dodatek protimikrobnega sredstva 
 
